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Bakterije iz rodov Lactobacillus in Bifidobacterium so obiĉajne predstavnice normalne 
mikrobiote prebavil zdravih ljudi. Najdemo jih tako v vsebini razliĉnih delov ĉrevesja 
kakor tudi v ĉrevesni sluznici. Laktobacile tradicionalno uporabljajo v proizvodnji 
fermentiranih ţivil, tako laktobacile kot bifidobakterije pa najdemo tudi v številnih 
probiotiĉnih izdelkih, saj posamezni sevi dokazano dobro vplivajo na zdravje gostitelja. 
 
V zadnjem ĉasu se sreĉujemo tudi s ĉedalje bolj pereĉim problemom razširjenosti bakterij, 
ki izkazujejo odpornost proti enemu ali veĉim antibiotikom, ki so pomembni v medicini. 
Bakterije lahko odpornost pridobijo endogeno, z mutacijo, ali iz eksogenega vira. Najveĉji 
problem predstavlja odpornost, pridobljena s horizontalnim prenosom genov med 
bakterijami iste ali razliĉnih taksonomskih enot, pri ĉemer pogosto sodelujejo plazmidi ali 
transpozoni. Tudi predstavniki komenzalne ĉrevesne mikrobiote lahko predstavljajo 
rezervoar genov za odpornost proti antibiotikom, ki se teoretiĉno lahko prenesejo v 
potencialno patogene mikroorganizme, kar lahko vodi v neuspešnost antibiotiĉnega 
zdravljenja. 
 
Med laktobacili iz razliĉnih okolij je najbolj razširjena pridobljena odpornost proti 
tetraciklinu in eritromicinu, pri bifidobakterijah pa pridobljena odpornost proti tetraciklinu. 
Takšne seve najdemo tudi v starterskih kulturah za fermentirane ţivilske izdelke ali med 
probiotiki, kar je povezano z doloĉenim tveganjem za prenos odpornosti. Ta problem tako 
ne zadeva le medicine in veterine, ampak tudi ţivilsko industrijo kot proizvajalko 
probiotiĉnih ţivil, ter farmacevtsko industrijo kot proizvajalko probiotiĉnih prehranskih 
dopolnil in probiotiĉnih zdravil. Prenosa genov za odpornost proti antibiotikom iz 
laktobacilov ali bifidobakterij na patogene bakterije sicer še niso dokazali, so pa zabeleţili 
prenos genov za odpornost proti eritromicinu in tetraciklinu iz laktobacilov v Enterococcus 
faecalis in prenos gena tet(W) med bifidobakterijami. 
 
Komenzalna mikrobiota ĉrevesne sluznice otrok, sestavljena iz bakterij, ki so jih pridobili 
bodisi ţe v najzgodnejšem ţivljenskem obdobju, bodisi kasneje preko prehrane, je zelo 
malo raziskana s stališĉa odpornosti proti antibiotikom. Vir mikrobiote ĉrevesne sluznice 
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1.1 NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je bil osamiti mleĉnokislinske bakterije in bifidobakterije iz 
ĉrevesne sluznice otrok (vito ĉrevo oz. terminalni ileum, slepo ĉrevo, navzgor potekajoĉi 
del kolona oz. ascendens), ter raziskati fenotipsko obĉutljivost proti trem razliĉnim 
antibiotikom (eritromicin, tetraciklin in kanamicin) in morebitno prisotnost genov, 
povezanih z odpornostjo proti omenjenim antibiotikom.  
 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 V vzorcih ĉrevesne sluznice otrok so prisotne ţive mleĉnokislinske bakterije in 
bakterije iz rodu Bifidobacterium. 
 
 Med izolati mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij iz ĉrevesne sluznice otrok 
bodo tudi takšni, pri katerih se bo pokazala fenotipska odpornost proti eritromicinu, 
proti tetraciklinu, proti kanamicinu ali celo proti vsem trem antibiotikom. 
 
 Pri izolatih mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij s fenotipsko odpornostjo 
proti kateremu od treh antibiotikov bomo v genomu našli katerega od znanih 
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2  PREGLED OBJAV 
2.1 HUMANA MIKROBIOTA 
 
Ĉloveška ĉrevesna mikrobiota sestoji iz pribliţno 100.000 milijard mikroorganizmov. 
Vsak posameznik ima v ĉrevesju povpreĉno 500 razliĉnih vrst komenzalnih bakterij, ki z 
njim ţivijo v simbiozi (Lepage, 2017). Veĉino ĉrevesnih bakterij lahko opredelimo kot 
obligatne anaerobe, ki imajo kljuĉno vlogo pri ohranjanju ĉloveškega zdravja (von Martels 
in sod., 2017). Spremembe v sestavi ĉrevesne mikrobiote povezujejo z razliĉnimi 
disfunkcijami gastrointestinalnega trakta, kot so vnetje ĉrevesja, sindrom razdraţljivega 
ĉrevesja in tudi z debelostjo ter drugimi metaboliĉnimi boleznimi (Lepage, 2017). 
 
Poleg bakterij ĉrevesje naseljujejo tudi virusi, arheje, kvasovke in glive. Sestava 
mikrobiote je odvisna od vsakega posameznika in se spreminja tekom ţivljenja. Nanjo 
vplivajo predvsem starost, prehrana in okolje (Van den Abbeele in sod., 2011). Pri zdravih 
ljudeh je filogenetska pestrost mikrobiote veĉja kot pri ljudeh, ki imajo preveliko telesno 
teţo in nizko stopnjo vnetja (Le Chatelier in sod., 2013), vendar kompetitivne interakcije 
med mikrobnimi vrstami pomagajo pri vzdrţevanju stabilne mikrobiote (Coyte in sod., 
2015). 
 
2.1.1 Vloga črevesne mikrobiote 
 
Avtohtona ĉrevesna mikrobiota ima pomembno vlogo pri metabolizmu, obrambi pred 
zunanjimi patogeni, motiliteti ĉrevesja in regulaciji imunskega sistema (Orel, 2013). 
 
Ĉrevesna mikrobiota omogoĉa fermentacijo kompleksnih neprebavljivih ogljikovih 
hidratov, pri kateri se tvorijo kratkoveriţne mašĉobne kisline kot so acetat, proprionat in 
butirat (Flint in sod., 2012). Zlasti butirat je znan kot pomemben vir energije kolonocit, 
krepi barierno funkcijo ĉrevesja in ima protivnetne lastnosti. Kratkoveriţne mašĉobne 
kisline najverjetneje vplivajo tudi na hormone sitosti, zato imajo poslediĉno tudi vpliv na 
razvoj inzulinske odpornosti. Prav tako imajo ĉrevesne bakterije pomembno vlogo pri 
obrambi gastrointestinalnega trakta pred eksogenimi oportunistiĉnimi patogeni, ter pri 
absorpciji hranil. Ĉrevesne bakterije proizvajajo nekatere vitamine, zlasti vitamin K in veĉ 
vrst vitaminov B. Uravnoteţena in zdrava mikrobiota ima pomembno vlogo pri 
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2.1.2 Razvoj mikrobiote pri novorojenčku 
 
Raziskave kaţejo, da se prenos doloĉenih mikroorganizmov iz matere na še nerojenega 
otroka lahko zgodi ţe v maternici, saj so nekatere komenzalne bakterije v majhnih 
koliĉinah prisotne ţe v amniotski tekoĉini, posteljici, popkovniĉni krvi in mekoniju 
(DiGiulio in sod., 2008; Satokari in sod. 2009; Jiménez in sod., 2005). 
 
Pomemben kolonizacijski faktor ĉrevesne mikrobiote je tudi naĉin poroda. Pri vaginalnem 
porodu novorojenec prevzame mamino vaginalno mikrobioto, medtem ko otroci rojeni s 
carskim rezom prevzamejo bakterijsko zdruţbo, ki je podobna mamini koţni mikrobioti 
(Dominguez-Bello in sod., 2010). Mikrobiota dojenĉkov, rojenih s carskim rezom, je manj 
raznolika, zapoznela je tudi kolonizacija ĉrevesja z bakterijami iz debla Bacteriodetes, v 
primerjavi z otroki, ki so rojeni vaginalno (Jakbobsson in sod., 2014). Mikrobiota, 
pridobljena pri carskem rezu, odstopa od normalne in poveĉuje tveganje za razne 
nepravilnosti imunskega sistema kasneje v ţivljenju, ki se kaţejo kot astma, diabetes, 
alergijski rinitis in atopiĉni ekcem (Cardwell in sod., 2008;  Thavagnanam in sod., 2008). 
 
V prvem letu ţivljenja je sestava dojenĉkove mikrobiote nestabilna, najpomembnejši 
dejavnik, ki nanjo vpliva, pa je naĉin hranjenja (Palmer in sod., 2007; Bäckhed in sod., 
2015). Kompleksni oligosaharidi humanega mleka pripomorejo k rasti in kolonizaciji 
koristnih ĉrevesnih bakterij, predvsem rodu Bifidobacterium, medtem ko ĉrevo otrok, 
hranjenih z mleĉnimi formulami, pogosteje kolonizirajo tudi potencialni patogeni, kot so 
Escherichia coli in Clostridium difficile (Zivkovic in sod., 2011; Penders in sod., 2006). Po 
treh letih od rojstva se oblikuje mikrobiota, ki je podobna kot pri odraslem ĉloveku, vendar 
pa bolezni, spremembe v naĉinu prehranjevanja ali zdravljenje z antibiotiki lahko 
spremenijo normalno sestavo mikrobiote (Yatsunenko in sod., 2012; Koenig in sod., 2011). 
V  preglednici 1 so prikazani dejavniki, ki vplivajo na razvoj in sestavo otrokove 
mikrobiote. 
 
Preglednica 1: Dejavniki, ki vplivajo na razvoj otrokove mikrobiote v razliĉnih obdobjih (Munyaka in sod., 
2014: 2). 
Obdobje Dejavniki 
Pred rojstvom Status matere (razmere v maternici, stres, uporaba antibiotikov, gestacijski ĉas) 
Med rojstvom Naĉin poroda (vaginalni/carski rez) 
Po rojstvu Kontakt z materjo (sesanje, poljubljanje, boţanje) 
Izpostavitev okoljskim patogenom 
Naĉin hranjenja (dojenje/mleĉne formule) 
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2.1.3 Mikrobiota odraslega človeka 
 
Trenutno ne obstaja enotna definicija, ki bi opisala pomen normalne ĉrevesne mikrobiote 
pri odraslem ĉloveku, raziskave pa so pokazale, da v ĉrevesju prevladujeta dva 
taksonomska debla, in sicer Firmicutes, katerega glavni predstavniki so bakterije rodu 
Clostridium, Faecalibacterium, Blautia, Ruminococcus in Lactobacillus, ter Bacteroidetes, 
katerega glavni predstavniki so bakterije iz rodu Bacteroides in Prevotella (Tap in sod., 
2009). Druga filogenetska debla, ki so prisotna v manjšem številu, a imajo vseeno zelo 
pomemben vpliv na zdravje, so še Actinobacteria (predvsem Bifidobacterium), 
Proteobacteria (predvsem Gammaproteobacteria in Enterobacteriaceae), ter 
Verrucomicrobia (predvsem Akkermansia) (Willing in sod., 2010). Veliko raziskav je 
usmerjenih v prouĉevanje razmerja med koliĉino Firmicutes in Bacteroidetes v ĉrevesju, 
saj naj bi bilo razmerje tesno povezano s pojavom prekomerne teţe in metaboliĉnih 
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2.1.4 Disbioza in vpliv bolezni na humano mikrobioto 
Disbioza ali disbakterioza je porušenje normalne sestave ĉrevesne mikrobiote tako da 
upade skupno število dobrih bakterij, razrastejo pa se patogeni (Ducatelle in sod., 2015). 
Vĉasih je teţko razlikovati med bakterijami, ki so ugodne za zdravje, in patogenimi 
bakterijami, saj je njihov vpliv na gostitelja pogojen z veĉ razliĉnimi dejavniki 
(zdravstveno stanje gostitelja, genotip, prehrana, ţivljenjski slog), kar pomeni, da lahko 
koristni mikrooganizmi ob spremembi razmer postanejo tudi potencialno patogeni 
(Ducatelle in sod., 2015; Bindels in sod., 2015). 
 
Bolezni, ki jih povezujemo s stanjem disbioze, so gastrointestinalne in sistematiĉne, kot so 
debelost, alergije in kardiovaskularne bolezni, vendar ni še popolnoma jasno, ali je 
disbioza razlog za pojav bolezni, ali se ta pojavi soĉasno z nastopom zdravstvenih teţav 
(Butel, 2014; Ducatelle in sod., 2015). Kot je prikazano na sliki 2, na pojav disbioze vpliva 
veĉ razliĉnih dejavnikov, kot so porod s carskim rezom, prezgodnje rojstvo, prehitro 
prenehanje  dojenja, uporaba mleĉnih formul (mikrobiota humanega mleka in oligosaharidi 
v humanem mleku pomagajo pri razvoju normalne ĉrevesne mikrobiote dojenĉka), 
prehrana, ţivljenjski slog, higiena in uporaba antibiotikov. Uporaba probiotikov in 
prebiotikov ali kombinacije obojih - sinbiotikov je lahko osnova za prepreĉevanje disbioze 




Slika 2:  Razlike v sestavi ĉrevesne mikrobiote pri zdravem ĉloveku in pri ljudeh z razliĉnimi zdravstvenimi 
teţavami (Gallego in Salminen, 2016: 75) 
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2.2 MLEĈNOKISLINSKE BAKTERIJE 
 
Mleĉnokislinske bakterije (MKB) opredeljujemo kot skupino mikroaerofilnih, po Gramu 
pozitivnih, nesporogenih organizmov, ki fermentirajo sladkorje heksoze, primarni produkt 
fermentacije je mleĉna kislina, stranska produkta sta lahko še ogljikov dioksid in etanol 
(Hayek in Ibrahim., 2013). Njihov habitat so ĉloveške in ţivalske sluznice, mleĉni izdelki, 
najdemo jih na površinah nekaterih rastlin in so del normalne mikrobiote ĉloveškega 
prebavnega trakta (Rogelj, 1994). 
 
Mleĉnokislinske bakterije (MKB) vsebujejo veĉ rodov, med katerimi so tudi industrijsko 
pomembni. Glavni predstavniki MKB so rodovi Lactobacillus, Leuconostoc, Pedicoccus, 
Lactococcus, Enterococcus in Streptococcus. Vĉasih so k mleĉnokislinskim bakterijam 
šteli še rod Bifidobacterium, vendar bifidobakterije danes ne spadajo veĉ v to skupino 




Slika 3: Filogenetsko drevo, ki prikazuje glavne rodove mleĉnokislinskih bakterij (Makarova in sod., 2006: 
15612) 
 
Mleĉnokislinsko vrenje poznamo ţe veĉ kot tisoĉ let, saj so ga ljudje ţe v preteklosti 
uporabljali za podaljševanje obstojnosti hrane in za izboljševanje senzoriĉnih lastnosti ter 
hranilne vrednosti ţivil, ki so hitro pokvarljiva (mleko, meso, ribe in nekatera zelenjava). 
Danes mleĉnokislinske bakterije uporabljajo predvsem kot starterske kulture v mlekarski 
industriji za pridelavo sirov, jogurtov, kefirja, pinjenca itd. Mleĉnokislinsko vrenje je 
pomembno tudi pri pripravi testa za kruh, MKB so dodane nekaterim mesnim izdelkom  ali 
sluţijo kot konzervans pri predelani zelenjavi. Vse bolj odkrivajo tudi pomemben vpliv 
MKB na zdravje. Doloĉeni sevi MKB se uporabljajo kot probiotiki, bodisi kot prehranska 
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dopolnila ali pa kot dodatek ţivilom. Pomagajo lahko pri ohranjanju normalne ĉrevesne 
mikrobiote ter pri bolezenskih stanjih ĉrevesa, kot so laktozna intoleranca, akutni 
gastroenteritis, zaprtje in vnetna stanja ĉrevesa (Halasz, 2009). 
 
Orla-Jensen je bil prvi, ki je mleĉnokislinske bakterije klasificiral po njihovih morfoloških 
znaĉilnostih, in sicer na paliĉaste MKB (Lactobacillus in Carnobacterium) in na koke (vsi 
ostali rodovi). Drug naĉin za klasifikacijo MKB pa je naĉin fermentacije glukoze v 
standardnih razmerah (neomejen vir glukoze in, rastnih faktorjev - aminokisline, vitamini, 
prekurzorji nukleinskih kislin, omejena razpoloţljivost kisika). Glede na to lahko MKB 
razdelimo v dve skupini, in sicer na homofermentativne in heterofermentativne 
mleĉnokislinske bakterije. Pri prvih je konĉni produkt metabolizma sladkorjev skoraj 
izkljuĉno mleĉna kislina, medtem ko so pri heterofermentativnih MKB konĉni produkti 





Bakterije rodu Bifidobacterium (B.) se v zelo velikem številu nahajajo v ĉrevesju sesalcev, 
ptiĉev in nekaterih hladnokrvnih ţivali. Spadajo v filogenetsko deblo Actinobacteria 
(Turroni in sod., 2011). So po Gramu pozitivne, anaerobne, nesporogene bakterije, ki 
proizvajajo laktat in acetat. Skupaj z laktobacili so glavni predstavniki probiotikov za ljudi 
(Reuter, 2001). Bifidobakterije v ĉrevesju doseţejo veliko število ţe pri dojenĉku, kjer 
imajo pomembno vlogo pri razliĉnih metabolnih poteh in imunskem odzivu gostitelja, ki 
tega še nima razvitega (Ventura in sod., 2012).  
 
Prve bifidobakterije so osamili iz blata dojenega novorojenĉka leta 1899 in jih poimenovali 
Bacillus bifidus. Zaradi morfoloških in fizioloških podobnosti so jih velik del 20. stoletja 
opisovali kot laktobacile, kasneje pa so jih uvrstili v novi rod, ki so ga poimenovali 
Bifidobacterium. Danes bifidobakterije razdelimo v šest filogenetskih skupin, in sicer B. 
adolescentis, B. asteroides, B. boum, B. longum, B. pullorum, ter B. pseudolongum 
(Turroni in sod., 2011). Vseh šest filogenetskih skupin je prikazanih na  sliki 4. 
 
Kastelec L. Odpornost mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij iz ĉrevesne sluznice proti antibiotikom.  





Slika 4: Filogenetsko drevo, ki prikazuje glavne skupine bifidobakterij (Turroni in sod., 2011: 38) 
 
Bifidobakterije najbolje rastejo v  temperaturnem obmoĉju med 30-42 °C, tolerirajo 
obmoĉje pH 5-8 (optimalno obmoĉje pH je 6-7). Do leta 2014 so opisali 42 vrst 
bifidobakterij iz razliĉnih virov, kot so gastrointestinalni trakt veĉine vretenĉarjev in 
nekaterih insektov, ĉloveška vagina, ĉloveškega zobnega kariesa in tudi iz kanalizacijskih 
odplak (Mattarelli in sod., 2014).  
 
Bifidobakterije v ĉrevesu lahko, podobno kot nekatere druge ĉrevesne bakterije, razgradijo 
razliĉne ogljikove hidrate, ki se ne razgradijo v zgornjem delu prebavne poti. Veĉinoma so 
to rastlinski oligo- in polisaharidi. Razliĉni sevi bifidobakterij razgrajujejo razliĉne tipe 
ogljikovih hidratov (Pokusaeva in sod., 2011), in sicer so to razliĉni kompleksni ogljikovi 
viri: mucin, ksilo-oligosaharidi, (trans)-galaktooligosaharidi, oligosaharidi iz sojinih zrn, 
malto-oligosaharidi, frukto-oligosaharidi, pektin itd. (de Vrese in Schrezenmeir, 2008). 
Kljuĉni encim katabolizma heksoz pri bifidobakterijah je fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza 
(F6PPK), ki razgrajuje heksoze do konĉnih produktov, kot so ocetna in mleĉna kislina v 
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Beseda probiotik izvira iz gršĉine in v dobesednem prevodu pomeni »za ţivljenje«. 
Probiotiki so ţivi mikroorganizmi, ki imajo pozitivne uĉinke na zdravje, ĉe jih zauţijemo v 
zadostni koliĉini (FAO/WHO, 2002). Prodajajo se predvsem kot prehranska dopolnila ali 
kot funkcionalna ţivila, kjer so probiotiki dodani ţivilom. Probiotiĉni izdelki lahko 
vsebujejo en sam probiotiĉni sev, ali pa veĉ razliĉnih sevov. Uĉinki probiotikov se 
razlikujejo med sevi iste vrste in jih ne moremo posplošiti. Doloĉen sev ima lahko 
drugaĉne uĉinke, ĉe je sam, ali pa ĉe je v mešanici veĉih sevov (Chapman in sod., 2011). 
Njihov pozitivni uĉinek na zdravje je preko manipulacije mikrobnih zdruţb, zaviranja rasti 
patogenih mikroorganizmov, imunomodulacje, stimulacije rasti epitelnih celic, ter 
proliferacije, diferenciacije ali utrjevanja ĉrevesne pregrade (Thomas in Versalovic, 2010). 
 
Dokazani pozitivni uĉinki probiotikov so: 
 
1.) zmanjšanje pogostosti in trajanja diareje, ki nastane zaradi uporabe antibiotikov 
(pogosto zaradi razrasta Clostridium difficile), rotavirusne okuţbe, kemoterapije ali 
potovanj; 
 
2.) stimulacija humoralne in celiĉne imunosti; 
 
3.) zmanjšanje koncentracije neţelenih metabolitov (amonijaka in prokarcinogenih 
encimov v debelem ĉrevesju) (Schrezenmeir in de Vrese, 2001). 
 
Probiotiki so se pokazali kot efektivni pri prepreĉevanju in zdravljenju akutnega virusnega 
gastroenteritisa, diareje, kot posledice antibiotiĉnega zdravljenja, pri doloĉenih pediatriĉnih 
alergijah, nekrotizirajoĉem enterokolitisu in pri kroniĉnih vnetnih ĉrevesnih boleznih, kot 
je Chronova bolezen. Pozitivni uĉinki probiotikov so opisani na podlagi raziskav ţivalskih 
modelov in na podlagi kliniĉne prakse. Kliniĉne študije so pokazale, da je uporaba 
probiotikov pri prepreĉevanju diareje še zlasti uĉinkovita pri novorojenĉkih in otrocih. 
Glavni mehanizmi preko katerih probiotiki zavirajo simptome diareje so poveĉana tvorba 
kratkoveriţnih mašĉobnih kislin v debelem ĉrevesu, ki stimulirajo absorpcijo natrija 
kolonocit,  zmanjšujejo ĉrevesno prepustnost in vdor patogenih mikroorganozmov (Vieira 
in sod., 2013). 
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2.4.1 Zahteve za probiotične seve 
 
Organizaciji FAO in WHO (2006) sta podali smernice za izbiro idealnega probiotika, ter 
uporabo zdravstvenih trditev, povezanih z njimi. Lastnosti idealnega probiotika: 
 
- mora biti nepatogen (status GRAS), 
- mora biti toleranten za kislino in ţolĉ, 
- mora biti sposoben vezave na ĉrevesno steno, 
- mora imeti kratko generacijsko dobo, 
- proizvajati mora mleĉno kislino, 
- mora biti genetsko stabilen, 
- ne sme biti genotoksiĉen ter 
- mora biti robusten, preţiveti pogoje obdelave 
Pred priĉetkom uporabe bakterijskega seva kot probiotika, je potrebno sev najprej 
identificirati, opisati njegove funkcije, potrditi zdravstvene uĉinke v kliniĉnih študijah in 
navesti zdravstvene trditve o sevu, ki niso zavajajoĉe (FAO, 2006; Pandey in sod., 2015; 
Rogelj, 1994). Evropska agencija za varno hrano še ni sprejela nobene zdravstvene trditve 
za probiotike, tako da na obmoĉju Evropske unije ni dovoljeno uporabljati zdravstvenih 
trditev v povezavi s probiotiki (EFSA, 2016). 
 
2.4.2 Mlečnokislinske bakterije in bifidobakterije kot probiotiki 
 
Veĉina probiotiĉnih mikroorganizmov so mleĉnokislinske bakterije, kot so predstavnice 
rodov Lactobacillus in Enterococcus , ali pa bakterije rodu Bifidobacterium (Klein in sod., 
1998). Probiotiĉne bakterije proizvajajo protimikrobne metabolite, ki zavirajo rast drugih 
mikroorganizmov, ali pa tekmujejo za vezavna mesta na ĉrevseni sluznici z drugimi 
ĉrevesnimi mikroorganizmi (Spinler in sod., 2008; O’Shea in sod., 2011; Collado in sod., 
2007). Bakterije rodu Lactobacillus lahko krepijo ĉrevesno steno, kar se odraţa v 
vzdrţevanju imunske tolerance, manj je translokacij bakterij vzdolţ ĉrevsne sluznice, ter 
manj pojavov ĉrevesnih okuţb, kot so sindrom razdraţljivega ĉrevesja in kroniĉna vnetna 
ĉrevesna bolezen (Lee in Bak, 2011). Bifidobakterije preko fosfoketolazne poti 
razgrajujejo polimerne ogljikove hidrate na manjše oligosaharide in monosaharide, te pa se 
tekom nadaljnje razgradnje spremenijo v kratkoveriţne mašĉobne kisline, ki imajo ugodne 
uĉinke na ĉrevesno sluznico (Pokusaeva in sod., 2011).  
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Antibiotik v širšem pomenu je kemoterapevtik, ki zavira ali prepreĉuje rast 
mikroorganizmov, kot so bakterije, glive in praţivali. Antibiotiki so naravne spojine, ki jih 
proizvajajo mikroorganizmi in inhibirajo rast drugih mikroorganizmov. Danes poznamo 
tudi sintetiĉne in semi-sintetiĉne antibiotike. Pri ĉloveku, ţivalih ali rastlinah uporabljajo 
za zdravljenje nalezljivih bolezni tiste antibiotike, ki za uporabnika niso toksiĉni 
(Kümmerer, 2009a). 
 
Prvi antibiotiki so bili naravnega izvora kot npr. penicilini, ki jih proizvajajo glive rodu 
Penicillium, ali pa streptomicin, ki ga proizvajajo bakterije rodu Streptomyces. Danes 
pridobivamo antibiotike s pomoĉjo kemijske sinteze ali kemijske modifikacije spojin 
naravnega izvora (Kümmerer, 2009a).  
 
Antibiotike lahko razvrstimo glede na njihovo kemijsko strukturo ali mehanizem 
delovanja. Povzroĉijo lahko celiĉno smrt (baktericidni antibiotiki), ali zgolj zavirajo 
celiĉno rast (bakteriostatiĉni antibiotiki). Veĉina antibiotikov vpliva na bakterijske celice 
preko inhibicije sinteze DNA, RNA, celiĉne stene ali sinteze proteinov. Antibiotiki so 
raznovrstna skupina, ki jo delimo na razliĉne podskupine (Kohanski in sod., 2010; 
Kümmerer, 2009a): 
 







Antibiotiki so kompleksne molekule, kjer ima lahko ista molekula razliĉne funkcije. Pri 
razliĉnih vrednostih pH je lahko antibiotik nevtralen, kationski, anionski ali zviterionski. 
Zaradi razliĉnih funkcij ene same molekule se lahko s pH spremenijo antibiotikove 
fizikalno-kemijske in biološke lastnosti (Kümmerer, 2009a). 
 
Antibiotiki se v veliki meri uporabljajo v humani medicini in veterini z namenom 
prevencije ali zdravljenja mikrobnih okuţb (Kümmerer in Henninger, 2003). Trend 
predpisovanja antibiotikov se je moĉno poveĉal od leta 2000 do leta 2015 (Pan in Chu, 
2017). Antibiotiki so najpogostejša zdravila, ki jih zdravniki predpisujejo v bolnišnicah. V 
Zdruţenih drţavah Amerike naj bi leta 2010 kar 56 % hospitaliziranih pacientov dobilo 
predpisane antibiotike (Fridkin in sod., 2014). V veterini je najveĉja raba antibiotikov v 
Španiji, Italiji in Nemĉiji (2964, 1432 in 1306 ton na leto) (Pan in Chu, 2017). Do leta 
2030 naj bi svetovna raba antibiotikov narastla na 105.596 ton, najveĉje porabnice pa bodo 
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Kitajska, Zdruţene drţave Amerike, Brazilija Mehika in Indija. Predvsem  mnoţiĉna 
uporaba antibiotikov kot rastnih promotorjev v ţivinoreji poveĉuje problem širjenja 
antibiotiĉne odpornosti (Berendonk in sod., 2015). V  Evropski  Uniji  so 
prepovedali  uporabo  antibiotikov  v  krmi  za  ţivali,  za  preventivo  in  za  spodbujanje r
asti, ţe leta  2006. 
 
V nadaljevanju bodo podrobneje predstavljene tri skupine antibiotikov, in sicer 
aminoglikozidi, makrolidi in tetraciklini, ker smo v nalogi prouĉili odpornost proti 
izbranim antibiotikom iz teh treh skupin.  
 
2.5.1 Aminoglikozidi 
Aminoglikozidi so skupina antibiotikov, ki se uporabljajo za zdravljenje nekaterih 
bakterijskih okuţb. Njihova kemijska struktura vsebuje amino skupino (-NH2), ki je vezana 
na glikozid, ki je sladkorni derivat. Prvi izoliran aminoglikozid je bil antibiotik 
streptomicin, izoliran iz bakterij vrste Streptomyces griseus, ki so ga ameriški biokemiki 
odkrili leta 1943. Aminoglikozidi selektivno delujejo na aerobne, po Gramu negativne 
bakterije, kjer se veţejo na ribosome in prepreĉujejo sintezo proteinov, to pa se odraţa v 
apoptozi bakterijske celice. Zaradi pojava bakterijske odpornosti je uĉinkovitost 
aminoglikozidov nekoliko omejena. Ker se aminoglikozidi preko prebavnega trakta slabo 
absorbirajo, jih bolniku dozirajo parenteralno, torej intramuskularno, intravenozno ali 
povšinsko z aplikacijo na koţo (Encyclopaedia Britannica, 2016). Pri laboratorijskem delu 
smo uporabili aminoglikozidni antibiotik kanamicin. 
 
2.5.2 Makrolidi 
Makrolidi so skupina antibiotikov, ki imajo v strukturi velike laktonske obroĉe, na 
bakterijsko rast pa imajo bakteriostatiĉne uĉinke. Odkrili so jih v 50. letih 20. stoletja, ko 
so znanstveniki iz bakterij vrste Streptomyces erythraeus, ki se nahajajo v zemlji, izolirali 
makrolidni antibiotik eritromicin. V 70. in 80. letih so razvili še nekatere sintetiĉne 
derivate eritromicina, kot sta npr. klaritromicin in azitromicin. Pogosto se uporabljajo za 
zdravljenje streptokoknih vnetij ţrela in pljuĉnic pri ljudeh, ki so preobĉutljivi na penicilin. 
Makrolidi delujejo tako, da se v bakterijskih celicah veţejo na specifiĉno ribosomsko 
podenoto in zavirajo sintezo proteinov, poslediĉno je ovirana celiĉna rast, v velikih 
koncentracijah pa povzroĉajo tudi celiĉno smrt. Pri nekaterih vrstah bakteri,j kot sta 
Streptoccocus pneumoniae in Staphyloccocus aureus, so odkrili, da  nosijo mutiran gen, ki 
prepreĉuje vezavo makrolida na ribosomsko podenoto, kar se odraţa v antibiotiĉni 
odpornosti bakterije. Drugi mehanizmi odpornosti so še izlivni proteini, ki izĉrpavajo 
antibiotik iz celice, ter produkcija encimov, ki inaktivirajo makrolide (Encyclopaedia 
Britannica, 2014). Pri laboratorijskem delu smo uporabili makrolidni antibiotik eritromicin. 
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2.5.3 Tetraciklini 
Tetracikline so odkrili v 40. letih prejšnjega stoletja. Zavirajo sintezo beljakovin tako, da 
prepreĉujejo vezavo aminoacil-tRNA na mesto ribosomskega sprejemnika. Pokazali so 
aktivnost proti širokemu spektru mikroorganizmov, vkljuĉno s po Gramu pozitivnimi in po 
Gramu negativnimi bakterijami, klamidijami, mikoplazmami, rikecijami in protozojskimi 
paraziti. So poceni antibiotiki, ki so bili v veliki meri uporabljeni pri profilaksi in 
zdravljenju ĉloveških in ţivalskih okuţb, ter ponekod tudi kot pospeševalci rasti v 
ţivinoreji. Prve bakterije, odporne proti tetraciklinu, so pripadale vrsti Shigella 
dysenteriae,  izolirane pa so bile leta 1953. Danes se odpornost proti tetraciklinu kaţe pri 
vse veĉjem številu patogenih, oportunistiĉnih in komenzalnih bakterij. Odpornost proti 
tetraciklinu je pogosto posledica pridobivanja genov, ki kodirajo energijsko odvisen iztok 
tetraciklinov iz bakterijske celice, ali beljakovine, ki šĉitijo bakterijske beljakovine pred 
delovanjem tetraciklinov. Bakterije najveĉkrat odpornostne gene pridobijo s pomoĉjo 
mobilnih plazmidov ali transpozonov, manj pogosto pa bakterije pridobijo odpornost z 
mutacijo, ki spremeni prepustnost porinov ali lipopolisaharidov zunanje membrane, 
spremeni sistemski iztok iz celice ali spremeni 16S rDNA. Ĉe ţelimo še naprej uporabljati 
ta razred antibiotikov, je potrebno omejiti uporabo tetraciklinov tako pri zdravljenju ljudi 
in ţivali, kot tudi pri proizvodnji hrane (Chopra in Roberts, 2001).  
 
2.6 ODPORNOST PROTI ANTIBIOTIKOM 
 
Odkritje penicilina leta 1928 je moĉno spremenilo zdravljenje ljudi in ţivali. V letih, ki so 
sledila, so znanstveniki odkrili veliko novih antibiotikov, ki so še dodatno poveĉali 
preţivetje bolnikov zlasti na podroĉju kirurgije in kemoterapije, vendar pa je ta napredek 
ogroţen, saj je danes problem ĉedalje veĉjega narašĉanja bakterijske odpornosti in 
pomanjkanja novih antibiotikov. Opaţena je ţe odpornost proti vsem antibiotikom, ki se 
uporabljajo v kliniĉni praksi, kar pa pripisujejo obseţni uporabi in zlorabi antibiotikov. 
Porajati so se priĉela vprašanja, kako v prihodnosti zdraviti bakterijske okuţbe, svetovna 
zdravstvena organizacija WHO pa je antibiotiĉno odpornost opredelila kot eno glavnih 
zdravstvenih teţav 21. stoletja (Paterson in sod., 2016). 
 
Poznamo primarno in sekundarno antibiotiĉno odpornost. Primarna je v mikroorganizmih 
naravno prisotna, organizmi iste vrste namreĉ to lastnost podedujejo pri celiĉni delitvi 
(vertikalni prenos odpornosti). V nasportju s primarno, pa se sekundarna odpornost proti 
antibiotikom razvije, ko je mikroorganizem v stiku z antibiotikom. Plazmidno pridobljena 
odpornost je med mikroorganizmi prenosljiva. Gre za izven kromosomski genetski 
material, ki se lahko prenaša med mikroorganizmi razliĉnih vrst (horizontalni prenos 
genov) in se tekom ĉasa lahko celo izgubi (Kümmerer, 2009b). Ker so bakterije zmoţne 
sprejemati gene, se odpornost lahko hitro širi. Bakterija lahko gene pridobi z mutacijo ali 
pa horizontalnim prenosom, ki predstavlja najveĉji problem. Ĉe bakterije odporne gene 
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pridobijo v okolju kjer so koristne, bo horizontalni prenos olajšal širjenje teh genov znotraj 
celotne populacije (Paterson in sod., 2016). K širjenju odpornosti pripomore tudi 
predpisovanje napaĉnih antibiotikov za doloĉene indikacije in napaĉen ĉas terapije z 
antibiotiki (Çakmakçi, 2015). 
 
2.6.1 Odpornost probiotikov proti antibiotikom 
Bakterije, ki so naravno prisotne v ţivilih in v prehranskih dopolnilih, ali pa so jim 
namerno dodane, vkljuĉno s probiotiĉnimi bakterijami, predstavljajo potencialni vir 
antibiotiĉne odpornosti. Zlasti velja to za fermentirana ţivila, kot so mleĉni proizvodi, ki 
vsebujejo veliko bakterij, veĉinoma mleĉnokislinskih. Taka mikrobna populacija lahko 
predstavlja znaten rezervoar genov, ki kodirajo odpornost proti antibiotikom (Gueimonde 
in sod., 2013). 
 
2.6.1.1 Odpornost proti antibiotikom pri laktobacilih 
 
Laktobacili so pomembna skupina mleĉnokislinskih bakterij in verjetno tudi najbolj 
razširjena v industriji probiotikov in fermetniranih ţivil. Da je sev primeren za uporabo v 
ţivilski industriji mora biti potrjen kot varen, da pa dobi ta status, morajo biti znane 
morebitne antibiotiĉne odpornosti. Odpornost proti antibiotikom sama po sebi ne 
predstavlja nevarnosti, dokler ni tveganja za prenos na druge mikroorganizme. Najbolj 
poznana intrinziĉna odpornost pri laktobacilih je odpornost proti antibiotiku vankomicinu, 
ki prepreĉuje sintezo peptidoglikana. Prav tako so pri laktobacilih znane kromosomske 
mutacije, ki pripomorejo k temu, da sev postane odporen proti antibiotiku (Gueimonde in 
sod., 2013). Flórez in sod. (2007) so opisali mutacijo odseka gena 23S rRNA, ki zmanjša 
afiniteto za vezavo eritromicina na ribosom, lahko pa vpliva tudi na obĉutljivost za 
makrolidne antibiotike. 
 
Laktobacili so obĉutljivi za peniciline in β-laktame, bolj odporni so proti cefalosporinom. 
Na delovanje laktobacilov imajo precej majhno uĉinkovitost tudi inhibitorji sinteze 
nukleinskih kislin, so pa obĉutljivi za inhibitorje proteinske sinteze, kot so kloramfenikol, 
makrolidi, linkozamidi in tetraciklini. Na splošno so precej odporni tudi proti 
aminoglikozidom, obĉutljivost za ostale antibiotike je zelo odvisna od vrste laktobacila. Pri 
laktobacilih je bilo identifiranih ţe veliko odpornostnih genov (proti kloramfenikolu-cat, 
proti eritromicinu-erm, geni, ki kodirajo izlivne ĉrpalke za makrolide-mef(A), geni za 
linkozamidne transferaze-lnu(A), proti tetraciklinu-tet, proti aminoglikozidom itd.) 
Opisane determinante se lahko nahajajo na mobilnih elementih, kot so transpozoni in 
plazmidi, ki lahko prenašajo odpornost predvsem preko bakterijske konjugacije. 
Mehanizem odpornosti pri laktobacilih so tudi MDR (multidrug resistance) prenašalci, 
vendar o njih še ni veliko znanega (Gueimonde in sod., 2013). 
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Pri laktobacilih izoliranih iz jogurtov, fermentiranih mleĉnih izdelkov, sira in mesnih 
izdelkov so bili najdeni mobilni genetski elementi, ki nosijo zapis za antibiotiĉno 
odpornost, vendar je moţnost prenosa teh determinant na druge mikroorganizme, zlasti 
tiste v ĉrevesni mikrobioti, zelo majhna (Sharma in sod., 2014). 
 
2.6.1.2 Odpornost proti antibiotikom pri bifidobakterijah 
 
Bifidobakterije spadajo v filogenetsko deblo aktinobakterij, ki je ena najveĉjih 
filogenetskih skupin v ĉloveški ĉrevesni mikrobioti. Okuţbe z bifidobakterijami so 
izjemno redke in se pojavljajo predvsem pri imunokopromitiranih bolnikih. Opisanih je 
bilo nekaj sevov bifidobakterij, ki so izkazovali fenotipsko odpornost proti antibiotikom, 
kar so povezali z odpornostnimi geni, te bakterije pa predstavljajo potencialno tveganje za 
prenos odpornosti drugim bakterijam v ĉrevesnem ekosistemu. Bifidobakterije so 
intrinziĉno odporne na mupirocin, ki vpliva na sintezo proteinov, prav tako pa niso 
obĉutljive za visoke koncentracije aminoglikozidov. Obĉutljive pa so ţe na nizke 
koncentracije makrolidov, vankomicina, kloramfenikola, beta-laktamov, rimfamicina in 
spektinomicina, ki inhibirajo rast bifidobakterij (Gueimonde in sod., 2013). 
 
Podatki o odpornostnih determinantah pri bifidobakterijah so precej skopi, omejeni 
predvsem na tetraciklinske in makrolidne antibiotike. Pri bakterijskih vrstah B. longum in 
B. breve so opisani proteini, ki ĉrpajo ksenobiotike iz celice (MDR proteini) in imajo nizke 
odpornosti proti eritromicinu. Pri bakteriji B. animalis subsp. lactis je bil najden gen 
erm(X), ki pomaga pri zašĉiti bakterijskih proteinov in se nahaja na transpozonu Tn5432. 
Pri bifidobakteriah so zelo pogosti geni, ki kodirajo odpornost proti tetraciklinskim 
antibiotikom (tet geni) in šĉitijo bakterijske ribosome. Najbolj ubikivitaren je gen tet(W), 
je zelo pogost pri sevih B. longum, ter pri vseh do sedaj analiziranih sevih B. animalis 
subsp. Lactis, kar predstavlja zelo pomembno informacijo, saj se slednji zelo pogosto 
uporabljajo v ţivilski industriji, predvsem pri fermentiranih mleĉnih izdelkih. 
Najverjetneje je tet(W) integriran v bakterijski kromosom, pogosto pa je obkroţen s 
transposazami, encimi, ki katalizirajo premike DNA fragmentov med razliĉnimi 
lokacijami. Bifidobakterije imajo potencial za prenos odpornostnih genov na druge 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 POTEK POSKUSA 
 
Magistrsko delo je bilo razdeljeno na dva dela. V prvem delu smo iz vzorcev ĉrevesne 
sluznice otrok izolirali mleĉnokislinske bakterije. Kolonije smo osamili in z metodo RAPD 
preverili njihovo raznolikost. Izbrane seve z razliĉnimi genotipi, ki so se pokazali kot 
razliĉni vzorci RAPD, smo preĉistili, izolirali DNA ter namnoţeno dednino poslali na 
sekvenciranje 16S rDNA.  
V drugem delu naloge smo z metodo razredĉevanja v mikrotitrski plošĉici preverjali 
odpornost proti trem antibiotikom  (eritromicin, tetraciklin, kanamicin), in pri tistih, ki so 
izkazovali odpornost z analizo PCR preverili prisotnost genov, ki kodirajo odpornost proti 
zgoraj omenjenim antibiotikom. V drugi del analiz smo vkljuĉili tudi predhodno izolirane 
bifidobakterije, ki so bile prav tako pridobljene iz ĉrevesne sluznice otrok, izolati so pa so 
bili shranjeni v zamrzovalniku pri temperaturi -80 °C.  
Shematski prikaz dela je viden na  sliki 5. 
 
 
Slika 5: Shematski prikaz poteka laboratorijskega dela naloge 
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Za analize smo uporabili vzorce ĉrevesne sluznice, ki so bili pridobljeni na Enoti za 
pediatriĉno gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano, na Kliniki za pediatrijo, UKC v 
Mariboru, v sodelovanju z doc. dr. Jernejem Dolinškom, dr. med., specialistom pediatrom.  
Raziskava je bila odobrena s strani Drţavne komisije za medicinsko etiko Republike 
Slovenije (41/12/11). 
Biopsijski vzorci so bili odvzeti iz iz razliĉnih delov ĉrevesja (vito ĉrevo oz. terminalni 
ileum, slepo ĉrevo, navzgor potekajoĉe debelo ĉrevo oz. ascendens) 15-ih otrok, ki so bili 
zaradi suma na kroniĉne vnetne ĉrevesne bolezni podvrţeni endoskopskim preiskavam 
ĉrevesja.  Uporabili pa smo tako vzorce tistih preiskovancev, za katere se je izkazalo, da 
imajo kroniĉne vnetne ĉrevesne bolezni, kot tudi tistih s funkcionalnimi motnjami prebavil. 
Iz vzorcev smo izolirali mleĉnokislinske bakterije. 
3.2.1.1 Sevi bifidobakterij 
 
Bifidobakterije so bile prav tako izolirane iz ĉrevesne sluznice otrok iz iste raziskave, 
vendar jih je ţe predhodno izolirala Marija Selak na univerzi Vrije (Bruselj, Belgija) 
(Research Group of Industrial Microbiology and Food Biotechnology, Department of 
Bioengineering Sciences, Faculty of Sciences and Bioengineering Sciences) in so bile do 
analiz shranjene pri -80 °C (Preglednica 11).  
 
3.2.2 Gojišča 
3.2.2.1 Gojišĉe Rogosa 
 
Gojišĉe Rogosa (Merck Millipore, Darmstadt, Nemĉija) je selektivno za rast bakterij rodu 
Lactobacillus. Gojišĉe smo pripravili po navodilih proizvajalca in ga razlili v petrijeve 
plošĉe.  
3.2.2.2 Tekoĉe gojišĉe MRS  
 
Tekoĉe gojišĉe MRS (Merck Millipore) smo uporabili za gojenje preĉišĉenih sevov 
mleĉnokislinskih bakterij. Pripravili smo ga po navodilih proizvajalca in ga razporedili v 
epruvete ter avtoklavirali 15 minut pri 115 °C. 
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3.2.2.3 Tekoĉe gojišĉe MRS s cisteinom 
 
Gojišĉe s cisteinom smo uporabili za namnoţevanje bifidobakterij. Tekoĉe gojišĉe MRS 
(Merck Millipore) smo pripravili po navodilih proizvajalca in mu dodali še L-cistein  
hidroklorid (Merck Millipore) v konĉni koncentraciji 0,03 %.  
3.2.2.4 Gojišĉe MRS 
 
Trdno gojišĉe MRS (Merck Millipore) smo uporabili za namnoţevanje bakterij pred 
izvedbo metode razredĉevanja v mikrotitrski plošĉici. Gojišĉe smo pripravili po navodilih 
proizvajalca, ga avtoklavirali 15 minut pri 115 °C in razlili v petrijeve plošĉe. 
3.2.2.5 Tekoĉe gojišĉe LSM 
 
Gojišĉe LSM smo uporabili pri ugotavljanju obĉutljivosti mleĉnokislinskih bakterij za 
antibiotike z metodo razredĉevanja v mikrotitrski plošĉici. Gojišĉe sestoji iz 90 % tekoĉega 
gojišĉa Iso Sensitest (Oxoid, Basingstoke, Anglija) in 10 % tekoĉega gojišĉa MRS (Merck 
Millipore). Obe gojišĉi smo pripravili loĉeno po navodilih proizvajalca, nato pa smo ju 
zmešali skupaj v razmerju 9:1 ter avtoklavirali (115 °C, 15 min). Za ugotavljanje 
obĉutljivosti bifidobakterij smo gojišĉu pred umerjanjem pH dodali še L-cistein 
hidroklorid (Merck Millipore) v konĉni koncentraciji 0,03 %. 
3.2.2.6 Tekoĉe gojišĉe MRS s 30 % glicerolom 
Za shranjevanje bakterijskih sevov v zamrzovalniku, smo uporabili tekoĉe gojišĉe s 30 % 
glicerolom, ki je krioprotektant in šĉiti bakterijske celice pred poškodbami med 
zamrzovanjem. Po navodilih proizvajalca smo pripravili gojišĉe MRS in mu dodali 
glicerol. 
3.2.3 Ringerjeva raztopina 
Ringerjevo raztopino, v kateri smo homogenizirali vzorce ĉrevesne sluznice in pripravili 
suspenzije bakterij pri postopku ugotavljanja obĉutljivosti za antibiotike, smo pripravili iz 
tablet po navodilih proizvajalca in avtoklavirali (121 °C, 15 min) (Merck Millipore).  
3.2.4 Antibiotiki 
Raztopine antibiotikov smo uporabili pri pripravi mikrodilucijskih plošĉ za ugotavljanje 
obĉutljivosti sevov za antibiotike. Koncentracija zaloţne raztopine je bila dvakrat višja od 
najvišje koncentracije, ki smo jo analizirali, Pri pripravi smo upoštevali enaĉbo za izraĉun 
uĉinkovitosti antibiotika, ki je navedena v standardu ISO 10932:2010. 
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         (      )                                                                           … (1) 
wp-uĉinkovitost antibiotika 
   - ĉistost antibiotika 
   - deleţ aktivne komponente, prosta kislina ali baza in ne sol 
    - vsebnost vode zaradi prisotnosti hidratov 
Ĉistost antibiotika smo odĉitali iz specifikacije proizvajalca, deleţ aktivne komponente pa 
smo izraĉunali po naslednji enaĉbi:  
    
  (                )
  (                           )
                                                                                … (2) 
3.2.4.1 Raztopina eritromicina 
 
Raztopino eritromicina smo pripravili iz eritromicina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, ZDA) z 
uĉinkovitostjo wp=0,85. Koncentracija eritromicina je morala biti 16 µg/ml, za 10-kratno 
zaloţno raztopino torej 160 µg/ml. Za 100 ml raztopine potrebujemo 16 mg ĉistega 
antibiotika, a ob upoštevanju uĉinkovitosti antibiotika izraĉunamo, da za 100 ml 
potrebujemo 18,8 mg eritromicina: 
  
    
    
                                                                                                           … (3) 
Za pripravo raztopine smo v 100 ml buĉko zatehtali 18,8 mg eritromicina, dodali 2 ml 
etanola in premešali, da se je vsebina buĉke popolnoma raztopila. Dodali smo še 
destilirano vodo do oznake 100 ml. Raztopino smo sterilizirali z mikrofiltracijo in pred 
uporabo zaloţno raztopino10-krat redĉili. 
3.2.4.2 Raztopina tetraciklina 
 
Za pripravo raztopine tetraciklina, smo uporabili tetraciklin hidroklorid (Sigma-Aldrich) s 
ĉistostjo (was) 0,95. Najprej smo izraĉunali deleţ aktivne komponente (wac): 
    
 (           )
 (                       )
                                                                                       … (4) 
    
           
           
 
         oz. 92 % 
Ko smo dobili deleţ aktivne komponente, smo iz podatkov izraĉunali še uĉinkovitost 
antibiotika (wp): 
                                                                                                                        … (5) 
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V skladu s standardom ISO 10932 (2010) smo pripravili raztopino tetraciklina s 
koncentracijo 128 µg/ml. Pripravili smo 10-kratno zaloţno raztopino. Za 100 ml torej 
potrebujemo 128 mg antibiotika. Izraĉun velja za ĉisti tetraciklin, ker pa smo imeli 
tetraciklin hidroklorid smo morali upoštevati še uĉinkovitost (wp) antibiotika: 
  
     
    
                                                                                                        … (6) 
147,1 mg smo nato zatehtali v 100 ml buĉko, ga raztopili v destilirani vodi in nato zaloţno 
koncentracijo filtrirali skozi mikrofilter, da smo dobili sterilno raztopino. Pred uporabo 
antibiotika za metodo razredĉevanja v mikrotitrski plošĉici smo morali zaloţno 
koncentracijo še 10-krat razredĉiti. 
3.2.4.3 Raztopina kanamicina 
 
Raztopino kanamicina smo pripravili iz kanamicin sulfata (Calbiochem) s 70 % aktivnostjo 
(was=0,7). Izraĉunali smo deleţ aktivne komponente (wac): 
    
 (         )
 (                )
                                                                                               … (7) 
    
           
           
 
         
Nato smo izraĉunali še uĉinkovitost antibiotika (wp): 
                                                                                                                        … (8) 
            
        
Potrebovali smo raztopino kanamicina s koncentracijo 2048 µg/ml. Za 100 ml raztopine 
potrebujemo 204,8 mg ĉistega kanamicina. Ko upoštevamo uĉinkovitost dobimo naslednjo 
koliĉino: 
  
       
    
                                                                                                      … (9) 
V 100 ml smo popolnoma raztopili 353,1 mg kanamicin sulfata in raztopino sterilizirali s 
filtracijo preko mikropor premera 0,22 µm.  
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3.2.5 Reagenti 
3.2.5.1 Reagenti za izvedbo RAPD in PCR 
 
- komplet reagentov Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison, ZDA), ki ga 
sestavljajo: pufer (pH 8,5), raztopina MgCl2 (25 mM) in polimeraza (5 U/µl) 
- mešanica dNTP v koncentraciji 10 mM (Thermo Fisher Scientific, Walthman, ZDA) 
3.2.5.2 Reagenti za izvedbo gelske elektroforeze 
 
- agaroza (Sigma-Aldrich) 
- pufer TAE; pH 8,0 
- molekularni oznaĉevalec 1 kb in 100 bp (Invitrogen, Carlsbad, ZDA) 
- barvilo SYBR Safe (Invitrogen) 
3.2.5.3 Reagenti za izolacijo DNA 
 
- 50 mM EDTA (Sigma-Aldrich) 
- lizocim (Sigma-Aldrich) 
- mutanolizin (2500 U/ml) (Sigma-Aldrich) 
-Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega) 
-izopropanol (Merck) 
-etanol (Sigma-Aldrich) 
3.2.6 Laboratorijska oprema 
- mikrovalovna peĉica (Bosch, Stuttgart, Nemĉija) 
- mikrobiološka komora (Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija) 
- svetlobni in fazno kontrastni mikroskop z digitalno kamero, raĉunalnikom in programsko 
opremo za obdelavo slike DM2500 (Leica, Wetzlar, Nemĉija) 
- inkubator (Binder, Tuttlingen, Nemĉija) 
- vodna kopel (Kambiĉ, Semiĉ, Slovenija) 
- pH meter (Mettler Toledo, Columbus, ZDA) 
- avtoklav (Kambiĉ, Semiĉ, Slovenija) 
- tehtnica (Mettler Toledo, Columbus, ZDA) 
- magnetno mešalo (Tehtnica Ţelezniki, Ţelezniki, Slovenija) 
- vrtiĉni mešalniki (Tehtnica Ţelezniki, Ţelezniki, Slovenija) 
- UV-transiluminator (Uvitec, Cambridge, Anglija) 
- naprava za agarozno gelsko elektroforezo (Bio Rad Laboratories, Hercules, ZDA) 
- gorilnik 
- centrifuga Mikro 22R (Hettich, Vlotho, Nemĉija) 
- cikliĉni termostat za PCR Sure Cycler 8800 (Agilent Technologies, Santa Clara, ZDA) 
- Ultra-turrax T10 (Ika, Staufen im Breisgau, Nemĉija) 
Kastelec L. Odpornost mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij iz ĉrevesne sluznice proti antibiotikom.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za ţivilstvo, 2018 
23 




3.3.1 Izolacija laktobacilov iz črevesne sluznice 
Vzorci ĉrevesne sluznice so bili shranjeni v zamrzovalniku pri -80 °C, prenesli smo jih v 
mikroepruvete prostornine 2 mL, stehtali maso posameznih vzorcev in jim nato dodali 1 
mL fiziološke raztopine, ter jih homogenizirali s pomoĉjo laboratorijskega mešala z rezili 
(Ultra-turrax T10). Homogenizirane vzorce smo v mikrobiološki komori po Kochovi 
metodi razredĉili, ter po 100 µl nanesli na površino petrijeve plošĉe z gojišĉem Rogosa. 
Plošĉe smo inkubirali tri dni pri 37 °C v anaerobnih razmerah (GENbox). 
3.3.2 Prisotnost laktobacilov v vzorcih črevesne sluznice 
Po konĉani inkubaciji smo prešteli kolonije, ter po spodnji formuli izraĉunali število 
kolonijskih enot na mililiter razredĉevala (ke/ml) in število kolonijskih enot na gram 
vzorca (ke/g). 
Izraĉun št. kolonijskih enot (ISO 4833, 1991): 
  
  
(         )  
                                                                                                          … (10) 
N-število mikroorganizmov v vzorcu (ke/ml, ke/g) 
ΣC-vsota vseh kolonij na števnih plošĉah 
n1-število petrijevih plošĉ-gojišĉ pri prvi razredĉitvi vzorca 
n2-število petrijevih plošĉ-gojišĉ pri drugi redĉitvi vzorca 
R-prva redĉitev vzorca, pri kateri smo prešteli kolonije 
 
3.3.3 Obdelava kolonij s segrevanjem 
Iz vsakega vzorca smo izbrali po pet kolonij in jih s sterilnim zobotrebcem prenesli v 
mikroepruvete, v katere smo ţe prej dodali 15 µl pufra Go Taq flexi (Promega) z zelenim 
barvilom. Vzorce smo segrevali v cikliĉnem PCR termostatu 15 minut pri 99 °C in jih nato 
ohladili pri 4 °C. S segrevanjem smo dosegli sprošĉanje DNA iz bakterijskih celic. 
3.3.4 Analiza RAPD 
Z metodo RAPD pomnoţimo odseke DNA z veriţno reakcijo s polimerazo (PCR), pri 
ĉemer za pomnoţevanje uporabljamo kratke sintetiĉne zaĉetne oligonukleotide z 
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nakljuĉnimi zaporedji. Za razliko od PCR, specifiĉnega za posamezne taksone, pri RAPD 
ni potrebno, da poznamo zaporedje DNA v tarĉnem organizmu. Ĉe se bodo zaĉetni 
oligonukleotidi prilegali na preiskovano DNA, se bodo pomnoţili odseke na njej, v 
nasprotnem primeru pa pomnoţkov ne bo. Nastali pomnoţki DNA se tekom elektroforeze 
po velikosti loĉijo na agaroznem gelu. Gel je potrebno obarvati z barvilom, ki se veţe na 
DNA. Ker vezano barvilo fluorescira, lahko rezultate opazujemo, ko gel osvetlimo z UV 
svetlobo (Hadrys in sod., 1992; NCBI, 2016a). 
 
Za analizo RAPD smo najprej pripravili reakcijsko mešanico za vse vzorce in jo 
porazdelili v mikroepruvete. Reakcijska mešanica za en vzorec je vsebovala: 
- 12,3 µl destilirane vode 
- 3,2 µl MgCl2 (25 mM) 
- 0,2 µl zaĉetnega oligonukleotida M13: 5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3' (Torriani in 
sod., 1999) (100 µM)  
- 0,2 dNTP (10 mM) 
- 0,1 µl Taq polimeraze (5 U/µl). 
 
K mešanici smo dodali še 4 µl toplotno obdelanih kolonij v pufru Go Taq flexi in 
mikroepruvete prenesli v ciliĉni PCR termostat, kjer je poteklo pomnoţevanje DNA po 
programu, opisanem v preglednici 2: 
Preglednica 2: program RAPD z zaĉetnim oligonukleotidom M13 (Torriani in sod., 1999: 4352) 
Število ponovitev T (°C) Čas (s) 








1 72 300 
 
PCR pomnoţke smo loĉili z gelsko elektroforezo v 1,5 % agaroznem gelu. Elektroforezo 
smo izvajali 90 minut pri 90 V. Po konĉani elektroforezi smo gele obarvali z barvilom 
SYBR safe, osvetlili z UV svetlobo transiluminatorja in posneli sliko. Po opravljeni 
elektroforezi smo z vizualnim pregledom primerjali  poloţaje prog posameznih izolatov in 
za nadaljnje analize izbrali po en izolat iz vsake skupine tistih z enakim vzorcem RAPD.  
3.3.5 Prečiščevanje in priprava kultur izbranih izolatov 
Izbrane kolonije smo s cepilno zanko razmazali po površini gojišĉa Rogosa, ponovno 
inkubirali in po inkubaciji izbrali po eno kolonijo, ki smo jo ponovno razmazali po gojišĉu 
Rogosa. Po inkubaciji smo posamezno kolonijo nacepili v epruveto s tekoĉim gojišĉem 
MRS in ponovno inkubirali. Po treh dneh smo dobili ĉiste kulture sevov, ki smo jih 
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pripravili za shranjevanje. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 2 ml kulture ter 
centrifugirali 2 min pri 12.000 obr./min. Po konĉanem centrifugiranju smo supernatant 
odlili in k posedlim celicam dodali tekoĉe gojišĉe MRS z dodanim glicerolom. Seve smo 
shranili v zamrzovalniku (-80 °C). 
3.3.6 Izolacija DNA izbranih izolatov 
DNA izbranih bakterijskih sevov smo izolirali s pomoĉjo kompleta reagentov Wizard® 
Genomic DNA Purification Kit (Promega). Najprej smo v 1,5 ml-mikroepruvete 
odpipetirali po 1 ml kulture v gojišĉu MRS, ter centrifugirali 2 min pri 12.000 obr./min. Po 
odlitju supernatanta smo posedle celice resuspendirali v 600 µl 50 mM EDTA z dodatkom  
lizocima (6 mg) in raztopine mutanolizina (6 µl) ter inkubirali 45 min pri 37 °C. S tem 
postopkom so nastale pore v bakterijskih celiĉnih stenah. Po koncu inkubacije smo vsebino 
epruvete ponovno centrifugirali (2 min, 12.000 obr./min), ter usedlini dodali 300 µl 
raztopine za lizo bakterijskih celic. Mikroepruvete smo za 5 min postavili v vodno kopel 
(80 °C), jih ohladili, ter dodali 1,5 µl raztopine RNA-ze in ponovno inkubirali 15 min pri 
37 °C. Sledilo je dodajanje 100 µl reagenta za obarjanje proteinov in 15 min ohlajanje na 
ledu. Mikroepruvete smo ponovno centrifugirali (2 min, 16.000 obr./min), ter supernatant 
prelili v nove mikroepruvete, v katere smo ţe prej dodali 600 µl izopropanola za obarjanje 
DNA. Po centrifugiranju (2 min, 12.000 obr./min), ter odlitju supernatanta smo usedlini 
dodali 600 µl etanola, še enkrat centrifugirali, odlili supernatant, ter pustili, da se usedlina 
posuši, nato pa dodali 100 µl rehidracijske tekoĉine. Tako izolirano DNA smo shranjevali 
v zamrzovalniku. 
3.3.7 PCR pomnoževanje 16S rDNA 
Po konĉani izolaciji DNA smo pomnoţili 16S rDNA s pomoĉjo zaĉetnih oligonukleotidov 
27f (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') in 1495R (5'- 
CTACGGCTACCTTGTTACGA-3') (Yu in sod., 2011). Reakcijska mešanica za en vzorec 
je vsebovala: 
- 26,6 µl destilirane vode 
- 8 µl GoTaq pufra flexi  
- 2,4 µl MgCl2 (25 mM) 
- 0,2 µl zaĉetnega oligonukleotida 27f (100 µM) 
- 0,2 µl zaĉetnega oligonukleotida 1495R (100 µM) 
- 0,4 dNTP (10 mM) 
- 0,2 µl Taq polimeraze (5 U/µl) 
- 2 µl DNA. 
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Potek PCR je opisan v preglednici 3. Nastanek pomnoţkov smo preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo. 
Preglednica 3: PCR program za pomnoţevanje celotne 16S rDNA sekvence (Yu in sod., 2011: 3232) 
Reakcija Temperatura (°C) Čas (min) Število ponovitev 











zakljuĉek 72 5 1 
 
3.3.8 Sekvenciranje in ugotavljanje vrste izbranih izolatov 
Pomnoţeno 16S rDNA smo poslali na sekvenciranje v podjetje Microsynth, nato pa smo 
dobljene sekvence s pomoĉjo programa BLAST primerjali s podatki v podatkovni zbirki 
NCBI (2016b) in tako doloĉili, kateri vrsti pripadajo izbrani sevi. 
3.3.9 Ugotavljanje občutljivosti izbranih izolatov za antibiotike 
Preverjali smo obĉutljivosti izbranih bakterijskih sevov za tri antibiotike, in sicer 
eritromicin, tetraciklin ter kanamicin. Za ugotavljanje obĉutljivosti za zgoraj omenjene 
antibiotike smo uporabili metodo razredĉevanja v mikrotitrski plošĉici (ISO 10932, 2010). 
3.3.9.1 Priprava mikrotitrskih plošĉ 
 
Mikrotitrske plošĉe smo pripravili tako, da je prvi stolpec predstavljala pozitivna kontrola 
(tekoĉe gojišĉe LSM in bakterijski sev), zadnji, dvanajsti stolpec, pa negativna kontrola 
(tekoĉe gojišĉe LSM). Vmes so bile narašĉajoĉe koncentracije posameznega antibiotika 
(eritromicin: 0,016 do 8 µg/ml, tetraciklin: 0,125 do 64 µg/ml oz. kanamicin: 2 do 1024 
µg/ml) in bakterijski sev (preglednica 4). Plošĉo smo pripravili tako, da smo v luknjice pod 
št. 11 odpipetirali 100 µl antibiotika, v vse ostale luknjice pa 50 µl destilirane miliQ vode. 
S pipeto smo nato iz stolpca 11 prenesli 50 µl antibiotika, ga prenesli v deseti stolpec, 
premešali, ter prenesli 50 µl v deveti stolpec, ter tako naprej, vse do stolpca 2. 
Preglednica 4: Koncentracije posameznega antibiotika (µg/ml) na mikrotitrski plošĉi (ISO 10932, 2010: 14) 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
ERITROMICIN PK 0,016 0,032 0,063 0,125 0,25 0,2 1 2 4 8 NK 
TETRACIKLIN PK 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 NK 
KANAMICIN PK 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 NK 
PK-pozitivna kontrola 
NK-negativna kontrola 
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3.3.9.2 Priprava bakterijskih sevov za metodo razredĉevanja v mikrotitrski plošĉici 
 
Bakterijske seve smo nacepili na trdno gojišĉe MRS, ter jih dva dni inkubirali anaerobno 
pri 37 °C. Po konĉani inkubaciji smo s cepilno zanko v epruveto s fiziološko prenesli toliko 
izraslih kolonij, da je optiĉna gostota suspenzije dosegala standard McFarland 1. Po 10 µl 
suspenzije smo prenesli v 5 ml LSM gojišĉa, suspenzije bifidobakterij pa v gojišĉe LSM s 
cisteinom. 
3.3.9.3 Izvedba analize 
 
Pripravljene mikrotitrske plošĉe smo inokulirali z bakterijskimi sevi, in sicer po 50 µl v 
luknjice od 1 do 11, v dvanajsto luknjico pa smo dodali 50 µl gojišĉa LSM brez dodatka 
seva. Plošĉe smo inkubirali v anaerobnih razmerah 2 dni pri 37 °C, ker pa smo opazili, da 
nekateri sevi za rast potrebujejo nekoliko daljšo inkubacijo, smo inkubacijo podaljšali na 4 
dni. 
Po konĉani inkubaciji smo vizualno odĉitali minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) 
antibiotika za posamezen sev. MIC je tista koncentracija antibiotika, pri kateri bakterijske 
rasti ni bilo veĉ opaziti, torej na dnu mikrotitrske plošĉe ni bilo veĉ moţno opaziti bele 
usedline. 
 
Slika 6: Mikrotitrska plošĉa s kanamicinom po inkubaciji 
3.3.10 Ugotavljanje prisotnosti genov za odpornost proti antibiotikom 
 Za uvršĉanje sevov, pri katerih smo izmerili MIC, med odporne ali obĉutljive za 
posamezen antibiotik smo uporabili kriterije EFSA (EFSA, 2012). Na podlagi teh mejnih 
vrednosti smo izbrali seve, ki izkazujejo odpornost proti eritromicinu, tetraciklinu oz. 
kanamicinu in preverili, ali sevi vsebujejo katerega od najbolj razširjenih genov za 
odpornost proti tem antibiotikom. 
Prisotnost genov smo ugotavljali s PCR. V reakcijah smo uporabili zaĉetne oligonukleote, 
specifiĉne za doloĉen gen.  
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Za odpornost proti eritromicinu smo iskali gene: 
- erm(A); zaĉetna oligonukleotida ermAl-f in ermAll-r 
- erm(B); zaĉetna oligonukleotida erm(B) F in erm(B) R 
- erm(C); zaĉetna oligonukleotida erm(C) F in erm(C) R 
- erm(T); zaĉetna oligonukleotida erm(T) F  in erm(T) R 
 
Geni za odpornost proti tetraciklinu: 
- tet(A); zaĉetna oligonukleotida tetA 1 in tetA 2 
- tet(B); zaĉetna oligonukleotida tetB 1 in tetB 2 
- tet(C); zaĉetna oligonukleotida tetC 1 in tetC 2 
- tet(M); zaĉetna oligonukleotida TET MA in TET MB 
- tet(O); zaĉetna oligonukleotida tetO-F in tetO-R  
- tet(W); zaĉetna oligonukleotida tetW-FW in tetW-RV 
 
Geni za odpornost proti kanamicinu: 
- aac(6')-aph(2''); zaĉetna oligonukleotida aac(6')-aph(2'') F in aac(6')-aph(2'') R 
- aph(3')-IIIa; zaĉetna oligonukleotida aph(3')-IIIa F in aph(3')-IIIa R 
- ant(6)-Ia; zaĉetna oligonukleotida ant(6) F in ant(6) R 
 
Sevi, ki so sluţili kot pozitivne kontrole in smo jih uporabili pri PCR za ugotavljanje 
prisotnosti genov, ki kodirajo odpornost proti antibiotikom, so prikazani v  preglednici 5. 
Reakcijske mešanice (20 µl) so vsebovale: demineralizirano in mikrofiltrirano vodo 
(MilliQ), 1 x GoTaq pufer, od 1,5 mM do 2 mM MgCl2, 0,1 mM dNTP, 0,025 U/µl Taq 
polimeraze, po 1 µM ustreznih zaĉetnih oligonukleotidov, ter 1 do 2 µl DNA. Programi za 
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Preglednica 5: Sevi in plazmidi, ki so bili uporabljeni kot pozitivne kontrole pri ugotavljanju prisotnosti 
genov za odpornost proti eritromicinu, tetraciklinu in kanamicinu s PCR 
 Pozitivna kontrola 
Iskani gen Sev Oznaka seva 
erm(A) S. aureus ISS 23 IM390 
erm(B) E. faecium VAR 2 IM336 
erm(C) plazmid  pE194 Iz IM269 
erm(T) - - 
tet(A) E. coli DSM 3876 IM986 
tet(B) E. coli Y1090 IM648 
tet(C) plazmid pBR322 Iz IM265 
tet(M) E. faecium VAR 6 IM338 
tet(O) - - 
tet(W) B. lactis DSM 10140 IM418 
aac(6')-aph(2'') E. faecalis ATCC 51299 IM247 
aph(3')-IIIa E. faecium VAR 1 IM335 
ant(6)-Ia E. faecium VAR 1 IM335 
 
 








































1 72 300 
erm(C) 
erm(C) F 
erm (C) R 
TCAAAACATAATATAGATAAA 
GCTAATATTGTTTAAATCGTCAA 
























1 72 300 
 
  
Kastelec L. Odpornost mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij iz ĉrevesne sluznice proti antibiotikom.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za ţivilstvo, 2018 
30 






























1 95 180 
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4.1 PRISOTNOST LAKTOBACILOV V VZORCIH ĈREVESNE SLUZNICE 
 
Po homogenizaciji ĉrevesnih biopsijskih vzorcev ter njihovi inokulaciji na gojišĉe Rogosa 
smo po treh dneh anaerobne inkubacije pri 37 °C odĉitali število kolonij, ki so zrastle. 
Analizirali smo po tri vzorce 18-ih pacientov. Pri 3 pacientih pri nobenem izmed vzorcev 
ni bilo prisotnih kolonij. Rezultati so zbrani v prilogi A. 
V preglednici 9 so prikazane povpreĉne vrednosti števila bakterij za posamezen odsek 
ĉrevesa, kjer je bil biopt odvzet, ter razvršĉene glede na pacientovo diagnozo. Preglednica 
zajema le seve mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij, ki so bili izolirani tekom 
magistrskega dela in ne zajema sevov bifidobakterij, ki so bile izolirane ţe predhodno. 
 








vito ĉrevo/ terminalni ileum 1,0×105 1,1×105 
slepo ĉrevo 4,4×104 2,7×104 
navzgor potekajoĉi del kolona/ ascendens 2,1×104 3,7×104 
Kolitis 
vito ĉrevo/ terminalni ileum 1,8×105 3,3×105 
slepo ĉrevo 2,5×105 4,9×105 
navzgor potekajoĉi del kolona/ ascendens 2,5×105 5,0×105 
Enterobius 
vito ĉrevo/ terminalni ileum 5,6×106 - 
slepo ĉrevo 5,6×106 - 
navzgor potekajoĉi del kolona/ ascendens 6,7×106 - 
Chronova 
bolezen 
vito ĉrevo/ terminalni ileum 3,8×106 - 
slepo ĉrevo 7,8×105 - 
navzgor potekajoĉi del kolona/ ascendens 4,5×106 - 
Prehranska 
alergija 
vito ĉrevo/ terminalni ileum 8,6×104 - 
slepo ĉrevo 3,9×104 - 
navzgor potekajoĉi del kolona/ ascendens < 102 - 
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4.2 REZULTATI PRIMERJAVE IZOLATOV Z ANALIZO RAPD 
 
Z gojišĉa Rogosa smo osamili 168 bakterijskih izolatov, ki smo jih medsebojno primerjali 
z metodo RAPD. Za te analize smo kolonije toplotno obdelalai v pufru za PCR, s ĉimer 
smo naredili DNA dostopno za pomnoţevanje s PCR. Primer rezultata analize RAPD 
vidimo na sliki 7, kjer so vidni RAPD pomnoţki pri razliĉnih bakterijskih izolatih. Ostali 
rezultati pa se nahajajo v prilogi B. Iz slike gela lahko razberemo, da smo izolirali veĉ 
enakih ali vsaj zelo podobnih sevov (vzorci z isto razporeditvijo prog). Za nadaljnje analize 
smo izmed izolatov z enako razporeditvijo prog izbrali po enega (izolati, ki so na vrhu 
oznaĉeni z belo piko). Skupaj je bilo na koncu izbranih 63 izolatov.  
 
Slika 7: Primer rezultatov RAPD mleĉnokislinskih bakterij izoliranih iz ĉrevesne sluznice pacientov (M-
molekularni oznaĉevalec 1 kb DNA ladder, Invitrogen, N.K.-negativna kontrola, bela pika- izbor izolata za 
nadaljne preiskave, oznake 1-5: pet razliĉnih kolonij istega pacienta za RAPD) 
 
4.3 IDENTIFIKACIJA MLEĈNOKISLINSKIH BAKTERIJ 
 
Po preĉišĉevanju in kultivaciji izbranih izolatov smo izolirali njihovo DNA s pomoĉjo 
komercialnega kompleta reagentov. Z analizo PCR, z univerzalnima zaĉetnima 
oligonukleotidoma 27f in 1495R, smo pomnoţili njihovo 16S rDNA (slika 8) in pomnoţke 
poslali na sekvenciranje (Microsynth, Avstrija). 
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Slika 8: PCR-pomnoţki 16S rDNA izbranih izolatov (M-molekularni oznaĉevalec 1 kb DNA ladder, 
Invitrogen, N.K.-negativna kontrola) 
 
Pridobljene sekvence 16S rDNA smo s  programom BLAST primerjali s podatki v 
podatkovni zbirki NCBI (2016b) ter tako doloĉili vrsto, ki ji pripadajo izbrani izolati. Pri 
enem izolatu smo zaradi nepopolne sekvence lahko doloĉili le rod. 
Na sekvenciranje smo poslali 38 pomnoţkov pridobljenih iz izolatov iz dvanajstih 
pacientov. Pri preĉišĉevanju in kultivaciji izolatov po RAPD, je namreĉ od 63 izbranih 
izolatov v gojišĉih zrastlo le 38 izolatov. Razlog za to bi lahko bil v majhnem številu 
laktobacilov v vzorcih, v izpostavljenosti bakterij kisiku med odvzemom vzorca in 
zamrznitvijo, ter med samo pripravo odmrznjenega vzorca in nacepljanjem. Od vseh 
poslanih izolatov smo identificirali: 
 
- 3 izolate kot Bifidobacterium bifidum (B. bifidum) 
-11 izolatov kot Bifidobacterium longum (B. longum) 
-10 izolatov kot Enterococcus faecium (E. faecium) 
-1 izolat kot Lactobacillus vaginalis (L. vaginalis) 
-3 izolate kot Lactobacillus gasseri (L. gasseri) 
-1 izolat kot Streptococcus salivarius (S. salivarius) 
-7 izolatov kot Enterococcus avium (E. avium) 
-1 izolat kot Bifidobacterium sp. 
Izolata z oznako 36/2-1 zaradi kratke sekvence nismo mogli identificirati. Sev smo ţeleli 
dodatno preĉistiti, saj njegova sekvenca ni bila jasna, kar lahko pripišemo slabo izolirani 
DNA, kontaminaciji izolirane DNA ali pa sami metodi sekvenciranja. 
Pri identifikaciji se je izkazalo tudi, da izolati iz ĉrevesja enega pacienta veĉinoma 
pripadajo istemu bakterijskemu rodu, medtem ko ni opaziti povezave med diagnozo 
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pacienta in izoliranimi bakterijami, saj bi verjetno potrebovali še veĉ vzorcev, da bi lahko 
opazili razliko v bakterijski sestavi ĉrevesne sluznice glede na diagnozo pacienta 
(preglednica 10). 
 
4.4 ODPORNOST BAKTERIJSKIH SEVOV PROTI ANTIBIOTIKOM 
 
Odpornost bakterijskih sevov proti antibiotikom eritromicinu, tetraciklinu in kanamicinu 
smo ugotavljali z metodo razredĉevanja v mikrotitrski plošĉici. Rezultati analiz so zbrani v 
preglednicah 10 in 11. V preglednici 10 so prikazani rezultati preskušanja obĉutljivosti 
bakterijskih sevov, ki smo jih izolirali tekom magistrskega dela, v preglednici 11 pa 
rezultati obĉutljivosti predhodno izoliranih bifidobakterij iz ĉrevesne sluznice. Vrednosti, 
ki presegajo priporoĉene mejne vrednosti (EFSA, 2012), so v preglednicah oznaĉene 
krepko.  
Doloĉeni sevi kljub podaljšani inkubaciji niso rastli niti v gojišĉu LMS brez dodanega 
antibiotika, zato pri teh sevih nismo mogli doloĉiti minimalne inhibitorne koncentracije. 
Izmed 104 analiziranih sevov je preseţene vrednosti MIC za eritromicin izkazalo 9 sevov 
(en sev E. faecium, en sev S. salivarius, dva seva B. longum, pet sevov B. adolescentis).  
Štirje sevi so izkazali odpornost proti tetraciklinu (trije sevi B. adolescentis, en sev B. 
longum) ter eden proti kanamicinu (L. vaginalis). Najveĉ sevov (7), ki izkazujejo 
fenotipsko odpornost proti antibiotikom, pripada pacientu z ozanko 6, ki nima dokazane 
nobene kroniĉne vnetne ĉrevesne bolezni. Gre za seve B. adolescentis, ki so veĉinoma 
izolirani iz terminalnega ileuma. Pacientu št. 3 sta bila izolirana dva seva B. adolescentis 
(ascendens) s fenotipsko odpornostjo, prav tako pa ta pacient spada v kontrolno skupino in 
nima dokazane nobene ĉrevesne bolezni. Odpornost so izkazali še sev E. faecium (pacient 
št. 15), ki je izoliran iz slepega ĉrevesa in pripada kontrolni skupini, sev L. Vaginalis 
(pacient št. 21) izoliran iz slepega ĉrevesa z diagnozo nespecifiĉni kolitis, trije sevi B. 
longum (pacient št. 34) izolirani iz ascendensa, ter brez dokazane bolezni. Opazimo torej, 
da se sevi, ki izkazujejo fenotipsko odpornost proti antibiotikom nahajajo tako pri 
pacientih z dokazanimi ĉrevesnimi boleznimi, kot tudi pri zdravih posameznikih. Pri naši 
nalogi so sicer najveĉ odpornosti izkazali sevi rodu Bifidobacteria, vendar bi za ugotovitve 
katere bakterije so najbolj odporne proti antibiotikom potrebovali veliko veĉji vzorec 
preiskovancev.  
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13/2-2 slepo ĉrevo B. bifidum 
KS 
<0,016 0,125 128 
13/3-2 ascendens B. longum <0,016 0,125 16 
15 
15/1-4 ileum E. faecium 
KS 
2 0,125 1024 
15/1-5 ileum E. faecium 4 0,125 512 
15/2-2 slepo ĉrevo E. faecium >8 0,25 1024 
15/2-3 slepo ĉrevo E. faecium 2 0,125 512 
15/2-5 slepo ĉrevo E. faecium 2 0,25 512 
18 
18/1-1 ileum B. longum blag 
kolitis 
0,25 8 1024 
18/2-4 slepo ĉrevo B. bifidum <0,016 0,125 <2 
21 





0,125 4 256 
21/2-2 slepo ĉrevo L. gasseri 0,5 0,25 64 
21/2-3 slepo ĉrevo L. gasseri 0,5 0,5 64 
21/2-4 slepo ĉrevo L. gasseri 0,032 0,25 32 
23 
23/1-1 ileum E. faecium 
Enterobius 
1 4 1024 
23/1-2 ileum B. bifidum 0,25 0,25 1024 
23/1-3 ileum E. faecium 0,125 4 512 
23/1-5 ileum B. sp. 0,25 2 512 
23/2-1 slepo ĉrevo E. faecium 2 2 512 
23/2-5 slepo ĉrevo B. longum 0,25 4 512 
23/3-5 ascendens E. faecium 0,25 0,125 32 





1 0,25 1024 
28 28/1-5 ileum E. faecium KS 2 0,125 64 
29 
29/1-1 ileum E. avium 
KS 
0,032 4 32 
29/1-6 ileum E. avium 0,125 2 128 
29/1-7 ileum E. avium 0,032 2 32 
29/1-8 ileum E. avium 1 8 32 
29/2-5 slepo ĉrevo E. avium <0,016 8 64 
29/2-6 slepo ĉrevo E. avium 0,125 4 128 
29-3 ascendens E. avium 0,032 0,125 32 
30 30/1-1 ileum B.longum 
Chronova 
bolezen 
<0,016 0,125 64 
32 
32/1-1 ileum B. longum ulcerozni 
kolitis 
0,063 0,5 512 
32/1-5 ileum B. longum 0,25 0,25 1024 
34 
34-1 ascendens B. longum 
KS 
1 0,125 512 
34-6 ascendens B. longum >8 0,5 512 
34-7 ascendens B. longum >8 0,125 256 
34-8 ascendens B. longum 0,25 32 512 
36 36/1-1 ileum B. longum 
prehransk
a alergija 
0,5 0,125 512 
ascendens-navzgor potekajoĉe debelo ĉrevo 
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B. adolescentis KS 0,032 <0,125 512 
1 IM671 ileum B. adolescentis 
Ulcerozni 
kolitis 
<0,016 4 64 








B. adolescentis KS >8 <0,125 >1024 
3 IM675 ascendens B. adolescentis KS >8 2 >1024 
3 IM676 slepo ĉrevo B. adolescentis KS 0,032 0,5 64 
























































B. adolescentis KS - - - 
















B. adolescentis KS - - - 
ascendens-navzgor potekajoĉe debelo ĉrevo                                                                                     se nadaljuje 
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Eritromicin Tetraciklin Kanamicin 
6 IM764 ascendens B. adolescentis 
KS 
gastritis 


































































B. adolescentis KS <0,016 2 512 








































B. adolescentis KS <0,016 2 512 
ascendens-navzgor potekajoĉe debelo ĉrevo                                                                                                            Se nadaljuje 
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B. adolescentis KS <0,016 <0,125 256 
6 IM795 terminalni 
ileum 











































B. bifidum KS 0,032 1 128 
ascendens-navzgor potekajoĉe debelo ĉrevo 
 
 
4.5 PRISOTNOSTI GENOV ZA ODPORNOST PROTI ANTIBIOTIKOM  
 
Pri bakterijskih sevih, ki so izkazovali fenotipsko odpornost proti preiskovanim 
antibiotikom, smo s PCR preverili, ali imajo kakšnega od znanih genov za odpornost proti 
temu antibiotiku. 
 
Na sliki 9 so prikazani rezultati ugotavljanja prisotnosti genov za odpornost proti 
eritromicinu. Ugotovili smo, da le sev B. longum  34-7, v svoji dednini nosi zapis za gen 
erm(B). 
 
Pri ugotavljanju prisotnosti genov za odpornost proti tetraciklinu smo pri sevu 
B.adolescentis IM677 potrdili prisotnost gena tet(O), pri sevu B. longum 34-8 pa prisotnost 
gena tet(W) (Slika 10). 
 
Pri nobenem izmed testiranih sevov nismo potrdili prisotnosti genov za odpornost proti 
kanamicinu oziroma aminoglikozidnim antibiotikom. 
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        a)                                   b)                                     c)                        d) 
Slika 9: Rezultati ugotavljanja prisotnosti genov za odpornost proti eritromicinu s PCR: a):  gen erm(A); b): 
gen erm(B); c): gen erm(C); d): erm(C). (M-molekularni oznaĉevalec velikosti 100 bp ; N.K.-negativna 
kontrola; P.K.-pozitivna kontrola) 
   
                                   a)                           b)             c) 
   
                                   d)                        e)                       f)    
 
Slika 10: Rezultati ugotavljanja prisotnosti genov za odpornost proti tetraciklinu s PCR: a):  gen tet(A); b): 
gen tet(B); c): gen tet(C); d): gen tet(M); e) gen tet(O); f): gen tet(W). (M-molekularni oznaĉevalec velikosti 
100 bp; N.K.-negativna kontrola; P.K.-pozitivna kontrola) 
   
                                              a)                 b)               c) 
 
Slika 11: Rezultati ugotavljanja prisotnosti genov za odpornost proti kanamicinu s PCR: a):  gen aph(3')-IIIa; 
b): gen ant(6)-Ia; c): gen aac(6')-aph(2''). (M- molekularni oznaĉevalec velikosti 100 bp; N.K.-negativna 
kontrola; P.K.-pozitivna kontrola) 
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V zadnjem desetletju se je moĉno poveĉala odpornost ĉloveških patogenih 
mikroorganizmov proti antibiotikom, kar vzbuja skrb in dvom v uspešnost obstojeĉih 
antibiotikov pri zdravljenju bakterijskih okuţb (Rolain, 2013). Tudi komenzalne bakterije 
lahko predstavljajo rezervoar genov za rezistenco proti antibiotikom, kar zaradi moţnosti 
horizontalnega prenašanja genov v bakterije drugih vrst, tudi patogenih, predstavlja 
doloĉeno tveganje. Naša naloga je bila ugotoviti, ali mleĉnokislinske bakterije in 
bifidobakterije iz ĉrevesne sluznice otrok vsebujejo fenotipske ali genotipske lastnosti, 
povezane z odpornostjo proti antibiotikom eritromicinu, tetraciklinu in kanamicinu. 
  
Prvi korak je bila homogenizacija ĉrevesnih biopsijskih vzorcev in kultivacija 
mleĉnokislinskih bakterij. V preskuse smo vkljuĉili tudi bifidobakterije, ki so bile 
predhodno osamljene iz vzorcev iz iste raziskave ter shranjene. Biopsijski vzorci, ki smo 
jih uporabili, so pripadali osemnajstim razliĉnim osebam, nekateri izmed njih so imeli 
potrjene kroniĉne ĉrevesne vnetne bolezni, kot so kolitis, Crohnova bolezen, ulcerozni 
kolitis, ali pa prehranske alergije itd., osem preiskovanih oseb pa je imelo zdravo ĉrevesno 
sluznico. Znano je, da ima  mikrobna raznolikost, ki je prisotna pri zdravih odraslih 
osebah, pomembno vlogo pri vzdrţevanju imunske homeostaze, sprememba sestave 
mikrobiote pa je povezana s pojavom razliĉnih ĉrevesnih bolezni (Kayama in Takeda, 
2012). Vzorci ĉrevesne sluznice so bili odvzeti na treh mestih, in sicer v spodnjem delu 
tankega ĉrevesa oz. ileumu, v slepem ĉrevesu in v navzgor potekajoĉem delu debelega 
ĉrevesa oz. ascendensu. 
 
Homogenizirane biopsijske vzorce smo v treh razliĉnih redĉitvah nacepili na gojišĉe 
Rogosa, ki je selektivno za rast laktobacilov, in jih inkubirali tri dni pri 37 °C. Opazili smo, 
da je zraslo malo kolonij, iz vzorcev treh razliĉnih oseb pa ni zrastla niti ena bakterijska 
kolonija. Nekatere bakterije so imele šibkejšo rast, kolonije so bile majhne in slabo vidne. 
Razlog za to morda ni le v majhnem številu laktobacilov v vzorcih, ampak tudi v 
izpostavljenosti bakterij kisiku med odvzemom vzorca in zamrznitvijo, ter med samo 
pripravo odmrznjenega vzorca in nacepljanjem. Slabšo rast na gojišĉu je mogoĉe razloţiti s 
prilagojenostjo sevov na okolje ĉrevesja, ki ga v laboratorijskih razmerah ne moremo zelo 
dobro simulirati. Tudi Hayek in Ibrahim (2013) opisujeta, da so mleĉnokislinske bakterije 
zahtevni mikroorganizmi za gojenje, ki ne rastejo na enostavnih mikrobioloških gojišĉih, 
ki imajo dodan le vir ogljika, poleg tega namreĉ potrebujejo še razliĉne dodatke prostih 
amino kislin, peptidov, derivate nukleinskih kislin, estre mašĉobnih kislin, minerale, 
vitamine in pufre. Ko smo kolonije osamili in jih izpostavili segrevanju pri 99 °C, so bile 
pripravljene za analizo RAPD. 
Prav tako smo imeli kar nekaj problemov z oţivitvijo bifidobakterij, ki so bile shranjene 
pri -80 °C leta 2012. Izmed 67-ih izolatov bifidobakterij nam jih ni uspelo oţiviti 13, kar 
pomeni, da smo oţivili 81 % bifidobakterij. Po nacepitvi zamrznjenih vzorcev v bujon 
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MRS z L-cisteinom smo inkubirali bakterije 2 dni pri 37 °C. Bifidobakterije so obĉutljive 
za visoke koncentracije kisika, zato je Roy (2001) kot enega primernejših gojišĉ za 
kultivacijo bifidobakterij opisal MRS z dodatkom L-cisteina, saj ta zmanjša 
oksidoredukcijski potencial v gojišĉu in ustvari optimalne razmere za anaerobno rast. Prav 
tako L-cistein, ki je dodan gojišĉu, predstavlja esencialni vir dušika za rast bifidobakterij. 
Tako nacepljene bakterije smo kasneje precepili še v bujon LSM in jih pripravili za 
preskušanje obĉutljivosti za antibiotike z metodo razredĉevanja v mikrotitrski plošĉici. 
 
Klare in sod. (2005) opisujejo bujon LSM, ki sestoji iz 90 % bujona IST, ki je standardno 
gojišĉe za ugtavljanje obĉutljivosti za antibiotike, in 10 % bujona MRS, ĉigar sestava 
podpira rast mleĉnokislinskih bakterij, kot optimalno gojišĉe za izvedbo 
mikrodilucijeskega testiranja mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij. Rast bakterij v 
tem gojišĉu je bila pri njihovih poskusih vedno zadovoljiva. Za zadovoljivo rast 
bifidobakterij so v gojišĉe LSM dodališe 0,3 g/L L-cistein hidroklorida. 
 
Izolirane mleĉnokislinske bakterije smo pregledali z RAPD, da bi ocenili sevno pestrost 
izolatov in da bi se izognili veĉkratnemu testiranju istega seva. Glede na rezultate 
pomnoţevanja DNA z zaĉetnim oligonukleotidom M13 smo seve lahko razdelili v 63 
skupin, v katere so bili zdruţeni izolati z istim vzorcem pomnoţkov. Za nadaljnjo analizo 
smo izbrali po enega predstavnika omenjenih skupin, ki so se po vzorcu razlikovali.  
Izbrane izolate smo tudi identificirali do vrste s pomoĉjo sekvenciranja 16S rDNA, saj ima 
sekvenciranje tega gena v zadnjem desetletju, ko se je razširila uporaba PCR in 
sekvenciranja DNA, kljuĉno vlogo, ker omogoĉa natanĉno identifikacijo bakterijskih 
izolatov, pa tudi odkrivanje novih bakterijskih vrst (Woo in sod., 2008). 
 
RAPD je hitra, obĉutljiva in enostavna metoda, kjer so za analizo potrebne zelo majhne 
koliĉine vzorĉne DNA. Nakljuĉne oligonukleotide izberemo iz literature ali jih 
konstruiramo sami, sintetizirajo pa jih v ponudniki te storitve.  Pomankljivost metode je 
slabša ponovljivost, predvsem med razliĉnimi laboratoriji, in obĉutljivost na reakcijske 
pogoje, zato je potrebno eksperimentalne postopke ĉim bolj standardizirati. Bolje je, da je 
DNA dobro preĉišĉena in ĉim manj razgrajena (imeti mora visoko molekulsko maso). 
RAPD je uporaben pri doloĉanju taksonomske identitete, pri raziskovanju sorodstvenih 
odnosov, pri analizi mešanih genomov itd. Uporabimo jo torej pri delu z neznanimi 
genomi, tudi kadar je na voljo le majhna koliĉina vzorĉne DNA, odlikuje pa se po 
uĉinkovitosti in nizkem strošku (Hadrys in sod., 1992). 
 
Ko smo z metodo PCR namnoţili 16S rDNA izbranih izolatov, smo jih poslali na 
sekvenciranje (38 izolatov) ter na podlagi dobljenih rezultatov seve uvrstili v vrste ali vsaj 
v rod. Od vseh poslanih izolatov smo imeli najveĉ bakterij vrste B. longum, in sicer 28,9 
%. Sledili so jim bakterijski sevi vrste E. faecium (26,3 %), nato E. avium (18,4 %), B. 
bifidum (2,6 %),  L. gasseri (2,6 %), L. vaginalis (2,6 %) in S. salivarius (2,6 %). Pri enem 
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izolatu nismo mogli doloĉiti vrste, le rod, in sicer Bifidobacterium. Enega izolata izmed 
38-ih ni bilo moţno sekvencirati, bosidi zaradi slabe kakovosti DNA ali njene 
kontaminacije, tako da smo ga iz nadaljnih analiz izpustili (izolat 36/2-1). Za izolacijo 
bakterij smo uporabljali gojišĉe Rogosa, ki naj bi bilo selektivno za rast laktobacilov, 
vendarso rezultati pokazali, da je njegova selektivnost precej slaba, saj smo s tega gojišĉa 
izolirali še druge rodove bakterij, kot so bifidobakterije, enterokoki in streptokoki. Ti 
vzorci so pripadali 12 razliĉnim osebam.  
 
Prvi kolonizatorji ĉloveškega ĉrevesja so mešanica koţnih in ĉrevesnih fakultativnih 
anaerobov, med katerimi prevladujejo mleĉnokislinske bakterije iz rodov Lactobacillus, 
Enterococcus in Streptococcus, ter koagulaza negativni stafilokoki. Te bakterije sĉasoma 
delno nadomestijo obligatni anaerobi iz rodov Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium 
in Eubacterium. Dokonĉna mikrobna zdruţba se vzpostavi do tretjega leta starosti, v 
zahodnem svetu pa študije kaţejo na to, da mikrobiota dozori ţe po enem letu otrokove 
starosti. Dokazi priĉajo, da se ĉrevesna mikrobiota razvija skupaj z otrokovim imunskim 
sistemom. Motnje v sestavi ĉrevesne mikrobiote imajo lahko dolgoroĉne posledice za 
zdravje otroka (Bridgman in sod., 2016). 
 
Z metodo razredĉevanja v mikrotitrski plošĉici smo preverjali obĉutljivost izolatov za 
eritromicin, tetraciklin in kanamicin. Inokulacijo plošĉ smo morali izvesti v laminariju, saj 
je pri delu le ob gorilniku hitro prišlo do kontaminacije plošĉ. Tekom inkubacije smo 
ugotovili, da potrebujejo bakterije za rast nekoliko dalj ĉasa in ne samo predvidena dva 
dneva, tako da smo inkubacijo podaljšali na 4 dni pri 37 °C. Pri preskušanju obĉutljivosti 
za antibiotike pri bifidobakterijah je bilo kar nekaj teţav z njihovo rastjo, tako da smo 
morali nekaj sevov veĉkrat nacepiti na mikrotitrske plošĉe, da smo dobili rezultate. Trinajst 
od skupno 67 predhodno izoliranih bifidobakterij vseeno ni hotelo zrasti, zato smo pri teh 
opustili  nadaljnje analize in nismo preverjali prisotnosti genov za odpornost v njihovi 
DNA. Tudi Domig in sod. (2007) opisujejo, da so imeli pri testiranju bifidobakterij z 
mikrodilucijsko metodo teţave z njihovo rastjo med 24 urno inkubacijo, tako da so 
inkubacijsko dobo podaljšali na 48 ur. Štirinajst razliĉnih izolatov izmed 104 je izkazalo 
fenotipsko odpornost proti enemu izmed antibiotikov, od tega je bila veĉina sevov iz rodu 
Bifidobacterium. Noben izmed sevov z izkazano fenotipsko odpornostjo ni izkazal 
odpornosti za veĉ antibiotikov hkrati, ampak le za posamezen antibiotik. Teh 14 sevov, ki 
so izkazali fenotipsko odpornost, smo naprej analizirali z metodo PCR, da bi ugotovili, ali 
v svojem genomu dejansko nosijo katerega od izbranih genov za odpornost proti 
antibiotikom. 
 
Raziskav o razširjenosti genov, povezanih z odpornostjo proti antibiotikom, v komenzalnih 
bakterijah humanega izvoraje malo, kaţejo pa na to, da imajo zdravi odrasli ljudje in otroci 
v ĉrevesni sluznici prisotnih veliko takih genov. Raziskave kaţejo tudi, da bi otroci lahko 
gene, ki kodirajo odpornost proti antibiotikom (npr. determinante za odpornost proti 
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tetraciklinu) lahko dobili od matere, in sicer vertikalno preko porodnega kanala, iz 
materinega gastrointestinalnega trakta in preko materinega mleka (Rolain, 2013). 
 
S pomoĉjo PCR smo potrdili hipotezo, da nekateri izmed bakterijskih sevov, ki izraţajo 
fenotipsko odpornost proti antibiotikom, vsebujejo gene, ki so odgovorni za izraţanje 
odpornosti. Sev B. longum, pri katerem smo v genomu našli gen erm(B), je ţe pri 
fenotipskem testiranju pokazal odpornost proti eritromicinu, sev B. adolescentis, ki v 
genomu nosi gen tet(O) pa je izkazal fenotipsko odpornost proti tetraciklinu. Prav tako je 
sev B. longum, ki vsebuje gen tet(W),  izkazal fenotipsko odpornost proti tetraciklinu. Pri 
ostalih 11 sevih, ki so izkazali fenotipsko odpornost, v genomu nismo našli genov, ki bi 
kodirali to odpornost. To ni tako nepriĉakovano, saj smo imeli le zaĉetne oligonukleotide 
za 13 najbolj pogostih genov.  Medtem ko vsi geni za odpornost še niso opisani ter zato 
fenotipske odpornosti ne moremo vedno podkrepiti z genotipsko, je mogoĉe tudi 
nasprotno, in sicer, da fenotipsko obĉutljivi sevi nosijo tako imenovane tihe gene, ki jih 
lahko odkrijemo z genotipizacijo (Sharma in sod., 2014). Zaradi opisanega je smiselno 
tako fenotipsko kot genotipsko testiranje.  
 
Sharma in sod. (2014) v preglednem ĉlanku navajajo, da imajo bakterije rodu 
Lactobacillus sp. naravno odpornost proti visokim koncentracjam bacitracina, cefoksitina, 
fusidinske kisline, kanamicine, gentamicine, metronidazole, streptomicine, sulfadiazine, 
nalidiksiĉne kisline in vankomicine. Opazili so tudi intrinziĉno odpornost proti 
eritromicinu in/ali tetraciklinu. Laktobacili so sicer veĉinoma obĉutljivi za antibiotike, ki 
inhibirajo sintezo celiĉne stene (penicilin, ampicilin). Sevi bifidobakterij so se izkazali kot 
obĉutljivi za ampicilin, cefotaksim in eritromicin, izmerili pa so visoke vrednosti MIC za 
streptomicin, gentamicin in za aminoglikozide, cikloserine in nalidiksno kislino. Moĉno 
odpornost so izkazali za kanamicin, polimiksin B in aztreonam. Pri sevih E. faecalis, 
izoliranih iz italijanskih fermentiranih mleĉnih izdelkov, so ugotovili visoke vrednosti MIC 
za tetraciklin, sevi laktokokov pa so bili odporni proti eritromicinu in tetraciklinu 
(Devirgiliis in sod., 2010). Nasprotno, enterokoki in streptokoki, raziskani v naši nalogi, 
niso izkazali genotipske odpornosti proti eritromicinu, tetraciklinu ali kanamicinu.  
 
Vse tri delovne hipoteze, ki smo jih postavili pred zaĉetkom empiriĉnega dela magistrske 
naloge, lahko potrdimo, saj smo dokazali, da so v biopsijskih vzorcih prisotne ţive 
mleĉnokislinske bakterije, ki smo jih uspeli namnoţiti in identificirati. Pri izolatih smo 
dokazali fenotipsko odpornost proti antibiotikom, pri nekaterih od njih pa tudi genotipsko 
odpornost. 
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 Iz vzorcev zdrave in prizadete ĉrevesne sluznice otrok smo izolirali ţive 
mleĉnokislinske bakterije in bifidobakterije. 
 
 Nekateri izolati mleĉnokislinskih bakterij (3/104) in bifidobakterij (11/104) so 
pokazali fenotipsko odpornost proti eritromicinu, tetraciklinu ali kanamicinu, 
vendar noben od sevov ni pokazal fenotipske odpornosti proti veĉ antibiotikom 
hkrati. 
 
 Genotipsko odpornost proti eritromicinu ali tetraciklinu smo našli pri treh izolatih, 
in sicer pri dveh razliĉnih izolatih Bifidobacterium longum in pri izolatu 
Bifidobacterium adolescentis. 
 
 Proti eritromicinu oziroma tetraciklinu odporna izolata Bifidobacterium longum 
pripadata isti osebi. 
 
  Izolata Bifidobacterium adolescentis in Bifidobacterium longum, ki sta izkazovala 
fenotipsko odpornost proti tetraciklinu, vsebujeta gen tet(O) oz. tet(W). Pri izolatu 
Bifidobacterium longum, ki je izkazoval fenotipsko odpornost proti eritromicinu, pa 
smo v genomu našli gen erm(B). 
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Skrb vzbujajoĉe širjenje antibiotiĉne odpornosti pri ĉloveških patogenih mikroorganizmih 
predstavlja resen zdravstveni problem po celem svetu. Genomske in metagenomske 
raziskave pri ljudeh, ţivalih, v hrani in v okolju so pokazale, da obstajajo v vseh okoljih 
veliki rezervoarji odpornih genov, ki so jih poimenovali rezistomi. Geni, povezani z 
odpornostjo, pa se iz komenzalnih lahko prenašajo tudi v ĉloveške patogene 
mikroorganizme. Odpornost proti antibiotikom je naraven pojav, ki so ga razvile bakterije, 
da se zavarujejo pred lastnimi antibiotiĉnimi produkti, ter z namenom poveĉati preţivelost 
v okolju z velikim številom drugih bakterij. Pogosta uporaba antibiotikov ni stalna praksa 
le pri ljudeh in ţivalih, temveĉ se še vedno veliko uporablja tudi v kmetijstvu in 
ribogojstvu (Rolain, 2013), vendar je Evropska unija ţe leta 1999 prepovedala uporabo 
antibiotikov kot rastnih faktorjev, dovoljeni so le za terapevtske namene (Casewell in sod., 
2003). Kljub visoki pojavnosti antibiotiĉne odpornosti, pa še vedno ni nadzora nad uporabo 
antibiotikov v nekaterih drugih drţavah, kot sta npr. ZDA in Kitajska (Zhu in sod., 2013). 
 
Bakterije, ki so naravno prisotne v hrani ali pa so v prehrano namerno dodane, bodisi preko 
starterskih kultur ali prehranskih dopolnil, vkljuĉno s probiotiĉnimi bakterijami, tudi lahko 
predstavljajo potencialen vir genov za odpornost proti antibiotikom. Zlasti fermentirana 
hrana, kot so mleĉni izdelki, vsebuje veliko število bakterij, veĉinoma so to laktobacili ali 
druge mleĉnokislinske bakterije, ki se številĉno lahko primerjajo z bakterijami v nekaterih 
delih ĉloveškega ĉrevesja. Ta mikrobna populacija predstavlja velik rezervoar genov za 
odpornost proti antibiotikom, ki ob zauţitju lahko vpliva na prisotnost, obstoj in dinamiko 
na odpornih bakterij v ĉloveškem telesu (Gueimonde in sod., 2013). 
 
Probiotiki so ţivi mikroorganizmi, ki imajo ob zauţitju v dovolj veliki koliĉini blagodejen 
vpliv na zdravje gostitelja. Glavni sevi probiotiĉnih bakterij spadajo v rodova 
Lactobacillus in Bifidobacterium, to pa sta tudi dva najpogostejša rodova v ĉloveški 
ĉrevesni mikrobioti. Nekatere vrste se uporabljajo pri fermentaciji hrane, kot starter kulture 
ali kot dopolnilne kulture v ţivilski industriji. Pri teh bakterijah odpornost proti 
antibiotikom ne predstavlja vedno nevarnosti, zlasti kadar je odpornost intrinziĉna, saj 
lahko take bakterije pomagajo pri vzpostavljanju normalne ĉrevesne mikrobiote po 
antibiotiĉni terapiji. Ko pa imajo bakterije odpornostne determinante na mobilnih 
genetskih elementih (plazmidi, transpozoni), predstavljajo tveganje za prenos genov na 
druge mikroorganizme (Gueimonde in sod., 2013). 
 
Rezultati naloge kaţejo prisotnost mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij v ĉloveški 
ĉrevesni sluznici. Bakterije v vzorcih ĉrevesne sluznice je mogoĉe na selektivnih gojišĉih 
tudi izolirati in gojiti. 
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Iz homogeniziranih ĉrevesnih bioptov smo izolirali bakterijske kolonije, ki smo jih najprej 
pregledali z metodo RAPD in izbrali predstavnike skupin sevov z istimi vzorci RAPD, kar 
je pomenilo, da smo izbrali ĉim veĉ med seboj razliĉnih bakterijskih izolatov. Izbrali smo 
63 razliĉnih izolatov, vendar jih je po preĉišĉevanje preţivelo le 38. Tem preĉišĉenim 
sevom smo izolirali DNA in jim s pomoĉjo PCR namnoţili 16S rDNA (z zaĉetnima 
oligonukleotidoma 27f in 1495R), ki smo jih nato poslali na sekvenciranje. Rezultati so 
pokazali, da imamo 15 sevov, ki pripadajo rodu Bifidobacterium, 17 sevov, ki pripadajo 
rodu Enterococcus, 4 seve, ki pripadajo rodu Lactobacillus in 1 sev iz rodu Streptococcus. 
Enega seva ni bilo moţno identificirati zaradi nepopolne sekvence, kar lahko pripišemo 
slabi kakovosti DNA ali kontaminaciji izolirane DNA.  
 
Naprej smo z metodo razredĉevanja v mikrotitrski plošĉici preverjali fenotipsko odpornost 
izolatov in bifidobakterij iz zbirke. Pripravili smo mikrotitrske plošĉe za posamezne 
antibiotike, nanje nacepili izolate in vizualno doloĉili minimalno inhibitorno koncentracijo 
posameznega antibiotika pri vsakem sevu.  MIC, višje od mejnih, smo zasledili pri 14 
sevih (devet za eritromicin, štiri za tetraciklin in ena za kanamicin), od skupno 104, kar 
predstavlja 13,5 %. Pri sevih s fenotipsko odpornostjo smo s PCR preverili še morebitno 
prisotnost genotipske odpornosti. Trije izmed štirinajstih bakterijskih sevov so res 
vsebovali gene za odpornost, in sicer sev B. longum z oznako 34-7 v svoji dednini nosi 
zapis za gen erm(B), pri sevu B. adolescentis z oznako IM677 smo potrdili prisotnost gena 
tet(O), pri sevu B. longum  z oznako 34-8 pa prisotnost gena tet(W). Pri nobenem izmed 
testiranih sevov nismo potrdili prisotnosti genov za odpornost proti kanamicinu. Nobeden 
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N* (ke/g biopta) 
11 
11/1 10,1 ileum < 10
2
 
11/2 3,5 slepo ĉrevo < 102 





13/1 10,6 terminalni ileum 2,4×104 
13/2 2,3 slepo ĉrevo 6,3×104 
13/3 3,5 ascendens 1,0×104 
 
14 
14/1 4,8 ileum < 10
2
 
14/2 8,7 slepo ĉrevo 5,7×105 





15/1 10,9 terminalni ileum 8,3×103 
15/2 7,0 slepo ĉrevo 1,2×104 





17/1 4,8 terminalni ileum < 10
2
 
17/2 12,6 slepo ĉrevo < 102 





18/1 11,4 terminalni ileum 6,8×105 
18/2 6,2 slepo ĉrevo 7,3×103 
18/3 1,8 ascendens < 10
2
 
     
21 
21/1 10,0 terminalni ileum 4,5×103 
21/2 11,5 slepo ĉrevo 3,9×103 





22/1 7,4 terminalni ileum < 10
2
 
22/2 13,4 slepo ĉrevo < 102 





23/1 5,5 terminalni ileum 5,6×106 
23/2 6,7 slepo ĉrevo 5,6×106 
23/3 6,4 ascendens 6,7×106 
 
24 
24/1 11,1 terminalni ileum 4,3×104 
24/2 8,2 slepo ĉrevo < 102 
24/3 3,9 ascendens < 10
2
 
                                                                                                                       Se nadaljuje 
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N* (ke/g biopta) 
 
27 
27/1 4,7 terminalni ileum 2,3×105 
27/2 2,1 slepo ĉrevo 1,7×105 






28/1 11,2 terminalni ileum 4,9×104 
28/2 2,5 slepo ĉrevo 1,8×104 




29/1 3,7 terminalni ileum 1,6×105 
29/2 6,3 slepo ĉrevo 6,5×104 




30/1 7,1 terminalni ileum 3,8×106 
30/2 6,0 slepo ĉrevo 7,8×105 




32/1 6,2 terminalni ileum 1,1×106 
32/2 4,7 slepo ĉrevo 1,0×106 




33/1 4,5 terminalni ileum < 10
2
 
33/2 5,9 slepo ĉrevo 1,0×105 






34/1 12,5 terminalni ileum 2,8×105 
34/2 4,7 slepo ĉrevo 6,2×104 




36/1 13,5 terminalni ileum 8,6×104 
36/2 2,8 slepo ĉrevo 3,9×104 
36/3 7,7 ascendens < 10
2
 
N - št. bakterij; * - ocena števila bakterij  
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Priloga B1: Pomnoţki RAPD z zaĉetnim oligonukleotidom  M13  izolatov 13/1-1 do 15/2-5 




Priloga B2: Pomnoţki RAPD z zaĉetnim oligonukleotidom M13, izolati 23/1-1 do 32/3-5 
(M-molekularni oznaĉevalec 1kb DNA Ladder, Invitrogen; N.K.-negativna kontrola) 
 
  
Kastelec L. Odpornost mleĉnokislinskih bakterij in bifidobakterij iz ĉrevesne sluznice proti antibiotikom.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za ţivilstvo, 2018 
 
 
Priloga B3: Pomnoţki RAPD  z zaĉetnim oligonukleotidom M13, izolati 18/1-1 do 21/2-5 





Priloga B4: Pomnoţki RAPD z zaĉetnim oligonukleotidom M13, izolati 34/1-1 do 34-8 
(M-molekularni oznaĉevalec 1kb DNA Ladder, Invitrogen; N.K.-negativna kontrola) 
 
